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DETERMINATION OF MICROBIAL CONTAMINATION IN MILK
BY ATP ASSAY*

Stefano GIROTTI, Elida N. FERRI, Fabiana FINI, Simona RIGHETT],
Luca BOLELLI, Rolando BUDINI, Graziella LASI', Petr ROUBAL?,
Ladislav FUKAL?, Igor HOCHEL?, Pavel RAUCH®

University of Bologna — Department of Chemical Sciences, Bologna;
!Granarolo S.p.A., Bologna, Italy; ’MILCOM — Dairy Research Institute, Prague;
3 Institute of Chemical Technology — Department of Biochemistry and Microbiology,
Prague, Czech Republic

Abstract: The simple, fast and sensitive bioluminescent assay for the determi-
nation of adenosine-5’-triphosphate (ATP) was applied to measure the bacterial
contamination in milk. To perform the assay and to obtain better results, a filtra-
tion step was used and two different devices, a funnel and the Biofiltration System
from Lumac-Perstop, were compared. Somatic cells were disrupted before the
filtration step and the filter with bacterial cells was directly tested with the extrac-
tion solution and the luciferin-luciferase system. The luminescent method enables
‘to detect 10°~10* microbial cells per ml of milk. The microbiological quality of
the milk samples (number of bacterial cells per ml) was also assessed by an auto-
matic method (Bacto-Scan 8000) and the results were in good agreement with
those obtained by the bioluminescent method: y =0.048 x + 0.0007, » = 0.930,
n=32.

microbial contamination; milk; adenosine-5’-triphosphate; bioluminescence;
firefly luciferase

Traditional microbiological assays are time-consuming and require 24-72 h -
before the results are available. This means that the results are often only of
retrospective interest. Nowadays, in the food technology it is necessary to
have rapid and reliable microbiological answers to meet the demands and
efficiency required for process control. Actually, the absence of assays easy
to implement and of simple operating leads to delays and difficulties in the

* This work was supported by grant of European Community No CIPA CT94-0147 and MURST.
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discovery of milk contamination sources, with consequent rise of hygienical
risks and economic losses when unsuitable milk is used in dairy plant.

Therefore, there is an increasing demand from the dairy industry for rapid
methods of assessing the bacteriological quality of incoming raw milk. Such
methods must enable quality managers to quickly identify milk with a bac-
terial concentration above 100 000 cells/ml, in order to meet European regu-
lations (Anonymus, 1992) and internal quality standards.

The highly sensitive ATP bioluminescence technique has been known for
a long time, but it has not yet fulfilled its potential as a rapid method for food
microbiology. Different tests based on ATP bioluminescence were de-
veloped for this purpose (Bossuyt, 1981) but they lacked sensitivity be-
cause of the presence of large amounts of non-bacterial ATP in raw milk,
originating from somatic cells or present as free ATP, possibly associated
with casein micelles (Richardson et al., 1980). Moreover, sample prep-
aration procedures for this detection method are laborious. Measurement was
also hindered by the quenching effect of milk on luminescence triggered by
firefly luciferase (Botha, 1985).

To lower the ATP background and to improve selectivity by isolating the
bacteria from milk, new methods have recently been developed, based either
on filtration (Crombrugge etal., 1989) or on centrifugation (Pahuski et
al., 1991). However, during practical trials, most of these protocols were
found cumbersome and labour-intensive. In recent years, new efforts have
therefore been made (Reybroeck, Schram, 1995) to develop a more
user-friendly semi-automatic ATP filtration method.

The aim of this study was to apply a simple, fast and enough sensitive
method for microbiological contamination control of milk samples.

MATERIAL AND METHODS

Materials

Luciferin-luciferase solution LDR bioluminescent reagent and bacterial
extraction solution ATP releasing agent (ARA) were from Celsis Ltd. (Cam-
bridge, UK). Somatic extraction solution Somalite II was purchased from
Bouty (Milan, Italy). All other chemicals were purchased from Carlo Erba
(Milan, Italy).
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Washing solution (Ringer) was 38.8mM NaCl, 6mM MgClz, 20mM KCl,
5mM Hepes buffer pH 7.75 in bidistilled water.

Minifilters (diameter 0.8 cm; porosity 0.8 pm) were from Pall (Ports-
mouth, Great Britain) and LUMAC (Landgraaf, The Netherlands). The Bio-
filtration System was kindly supplied by LUMAC.

All measurements were performed with the LKB 1250 Luminometer from
Wallac (Turku, Finland), with the LB 9500 C from Berthold (Wildbald, Ger-
many) or with the Victor 1420 Multilabel Counter from Wallac.

Bacterial cells (E. coli, B. subtilis, B. aureus) were also determined with
Bacto-Scan 8000, Foss-Electric Company (Copenhagen, Denmark).

Principle

The principle of the developed bioluminescent assay was as follows. The
determination of bacterial content in raw milk is based on the measurement
of intracellular ATP after the concentration of microorganisms by filtration.
Mainly bacterial and somatic cells remain on the filter. To remove somatic
ATP, an extractor able to disrupt somatic cells but not bacterial ones is
added. The filter is then washed to remove residual ATP in solution and bac-
teria are disrupted by adding a more efficient extractor. Bacterial ATP is fi-
nally determined after addition of a luciferin-luciferase solution. Light
emission is immediately measured. The content of ATP is calculated with
reference to a calibration curve.

Procedure

Raw milk (0.15 ml for the biofiltration assay and 1 ml for the manual
assay) was diluted with the same volume
of a non-ionic surfactant solution (So-
malite) to obtain the lysis of somatic cells
and the release of ATP. The sample was
then filtered by vacuum filtration on a
0.8 pm Millipore minifilter located in a
glass filtration funnel with a glass porous
septum (Fig. 1) or by the Biofiltration
System. The filter was then washed with
1. Glass filtration funnel with a glass 0.6 ml of Ringer solution to wash away
porous septum somatic and free ATP and transferred to
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a flat-bottomed cuvette. The bacterial extractant, 0.2 ml of ARA, was added
onto the filter and gently shaked. After 30 s from the addition of the bacterial
extractants, 0.1 ml of the luciferine-luciferase solution was added and the
emitted light immediately recorded. ATP content was determined with refer-
ence to a calibration curve (Fig. 2).
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2. Calibration curve for the bioluminescent detection of ATP. The light emission was measu-
red with the luminometer Wallac LKB 1250 and reported in mV. Statistical parameters were:
y=381x+2221,r=0999, n=9

RESULTS AND DISCUSSION

The determination of ATP in milk pointed out to particular problems
which are encountered when working with this complex food matrix. As al-
ready said, the systems lacked sensitivity because of the presence of large
amounts of non-bacterial ATP in raw milk. Problems arose also from the
quenching effect of milk on luciferase light emission.

To lower the background and to improve selectivity, it was decided to iso-
late the bacteria from milk. The filtration was performed both with the funnel
device and the Biofiltration system. A vacuum device was used in both cases.
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The membrane minifilter had the diameter of 0.8 cm and the porosity of
0.8 um. As far as pore size is concerned, higher signals could be obtained
with a 0.6 pm porosity. However, this filter was fouled very rapidly by fats
and proteins, then a 0.8 pm porosity proved more suitable for this matrix. In
spite of using a filter of higher porosity, some problems were encountered
during the filtration procedure because whole milk samples completely ob-
structed the membrane filter pores and the time required for the filtration
could reach half an hour. To avoid a too tight adherence of the filter to the
funnel wall, an o-ring was placed on the septum, so that the filter could not
touch the funnel walls.

It was confirmed that stirring is of fundamental importance to homogenize
fats and to avoid bacterial aggregations. It is therefore necessary to mix
samples before each withdrawn.

As far as filtration is concerned, some further parameters were studied. It
was found that the use of a larger volume of milk produced higher signals.
While the maximum volume that could be filtered by the Biofiltration Sys-

2.5 -
ATP [ng]

2.0 -
1594

1.0~

0.5 1

0 0 > v T T T T v > |
0 100 200 300 400
Bactena cells (x1000) .

3. Comparison between the number of bacteria determined with Bacto-scan and the content of
ATP determined with the bioluminescent method. For the filtration, the Biofiltration device
was used. Statistical parameters were: y = 0.075x + 0.006, r = 0.958, n = 23
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4. Comparison between the number of bacteria determined with Bacto-scan and the content of

ATP determined with the bioluminescent method. For the filtration the funnel device was used.
Statistical parameters were: y = 0.048x + 0.0007, r = 0.930, n =32

tem was 150 pl, the funnel system permitted the filtration of 0.15, 0.5 and
1.0 ml. In all cases a correlation to the bacteria cell number obtained by auto-
matic method was achieved (Fig. 3-—4). The procedure took 10-15 minutes
per one filtration step in the case of the manual system (funnel device) and
25-30 minutes for the automatic device (Biofiltration System). In spite of
these differences, the same amount of ATP could be revealed by both sys-
tems. Numerous samples were tested and both systems allowed to get results
well correlated. However we decided to utilize the funnel system quicker,
less expensive and simpler to use than the biofiltration device.

ATP content was determined by the standard addition method. As the filter
does not contribute to the final volume of the luminescent mixture, the vol-
ume of ATP standard solution in the cuvette should be as little as possible.
For the calibration curve, it was therefore decided to use 10 pl of standard
ATP solution in the concentration range 1-10 ng/ml. The final luminescent
mixture was obtained using 190 pl of extraction solution and 100 pl of lu-
ciferin-luciferase solution.
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Stanoveni mikrobialni kontaminaca mléka pomoci stanoveni ATP

K méfeni bakterialni kontaminace mléka bylo pouZito jednoduché, rychlé a citlivé
bioluminescenéni stanoveni adenosin-5’-trifosfatu (ATP). Sestava z naruSeni bunéc-
né stény bunék v testovaném vzorku, filtrace na membranovém filtru nebo biofil-
traCnim systému Lumac-Perstop a nasledné aplikace extrakéniho roztoku a systému
liciferin-luciferase. Luminescenéni metodou je moZné stanovit 10°-10* mikrobial-
nich bun€k v 1 ml mléka. Mikrobiologicka kvalita vzorki mléka (pocet bakterial-
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nich bunék v 1 ml) bylo také stanoveno automatickou metodou (Bacto-Sccan 8000)
a vysledky byly v dobré shodé s vysledky ziskanymi bioluminescenéni metodou:
y =0.048 x +0.0007, r=0.930, n = 32.

mikrobialni kontamicace; mléko; adenosin-5’-trifosfat; bioluminescence; luciferasa
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THE COMPOSITION OF MODIFIED ATMOSPHERE
DURING STORAGE OF MEAT PRODUCTS

Petr PIPEK, Jaroslav DOBIAS, Vratislav SOUKUP

Institute of Chemical Technology — Department of Food Preservation
and Meet Technology, Prague, Czech Republic

Abstract: The changes in modified atmosphere (MA) during storage of pack-
aged sliced sausage of Lyoner type were studied. The samples of sausage (200 g)
were packaged in round thermoformed trays sealed by plastic film using MA of
pure nitrogen, carbon dioxide and/or their mixtures containing 25% and 50%
(v/v) CO,. As control empty packages without meat product were used. The
samples were stored for eight weeks at 4 °C. Carbon dioxide concentration in
MA during storage changed in a different way depending on its initial content in
the inner atmosphere. The changes were caused mainly by absorption or desorp-
tion of this gas in water and/or fat phase of sausage and by microbial (or enzy-
matic) production of carbon dioxide. The influence of gas diffusion through the
packaging film was less important. In packages with initial carbon dioxide level
of 100% and partially also with that of 50% a considerable pressure decrease
occurred (so called pseudovacuum effect). The changes in the oxygen level were
caused by oxidation of meat product components and by diffusion through the
packaging film. In systems where pseudovacuum effect occurred levels of resi-
dual oxygen increased in small head space to the level close to its concentration
in air. Nitrogen as an inert gas neither dissolved considerably in meat products
nor reacted with the meat product compounds. Changes in its concentration in
MA were influenced by diffusion through the plastic film and by variations of
total volume of head space in packages.

meat products; modified atmosphere; shelf-life; packaging

Modified atmosphere (MA) packaging of meat and meat products has been

used practically for nearly two decades. Generally it is appreciated as a suit-
able way of quality protection, it can extend the shelflife of this type of prod-
ucts up to four times comparing with the storage under air (Farber, 1990).
Modified atmosphere packaging involving vacuum packaging and/or gas
packaging in various mixtures of nitrogen and carbon dioxide inhibits the
growth of aerobic microorganisms and slows down food deterioration caused
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by oxidation. So a product packaged in modified atmosphere better keeps
fresh appearance, i.e. the pink colour of meat products is more stable without
grey shades, typical flavour is not influenced by rancid products, etc. In
every case modified atmosphere packaging must be used properly, i.e. as one
preservation treatment in combination with other antimicrobe hurdles like
salt addition, adjustment of water activity, smoking, chilling storage, bacte-
riocin application, etc.

During slicing contamination of cut surfaces occurs and undesirable dete-
rioration of food product is accelerated (Stiebing, 1989).

Gas packaging of meat products involves utilisation of atmosphere composed
by nitrogen and carbon dioxide. Either gas prevents oxidation (Nobis, 1991).
While nitrogen is inert, carbon dioxide reacts with water and decreases pH
value mainly in the surface layer. In this way the preservative efficiency of
modified atmosphere can be further enhanced (Brody, 1989).

Packaging materials for meat products must provide low permeability for
oxygen, water vapour and aromatic substances to Keep steady composition of
modified atmosphere during storage. As the high gas barrier can not be ob-
tained by utilisation one material polymer films, packaging films consisting
of several plastics are widely used in practice. Laminates made of polyester
(polyethylene terephthalate) or polyamide and polyethylene (LDPE) as well
as copolymers of polyvinyl chloride and polyvinyliden chloride are mostly
recommended for this purpose.

Generally there are enough data on permeabilities of various commercially
available polymer films, so that the level of gas exchange between the envi-
ronment and modified atmosphere of given composition inside package can
be easily estimated. Much less is known about modified atmosphere changes
during storage in consequence of its reactions with packaged food.

In our former publications we described the changes of atmosphere in va-
cuum packaged meat products, i.e. influence of storage conditions on in-
creasing of carbon dioxide content and consumption of residual oxygen
(Stanikova etal, 1993; Pipek etal., 1993). Similar results on relation of
carbon dioxide production and Lactobacillus growth in modified atmosphere
of packaged smoked salmon were found by Civera etal. (1993).

Oxygen should be removed thoroughly from meat product packages. As it
is not easy to replace the residual amounts of it, e.g. vacuum packaging as
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well as gas packaging decreases the amount of oxygen in package to the level
ranging from 0.1 to 1% of original amount. For the residual oxygen trapping
oxygen absorbers are recommended, e.g. in the form of labels stuck on the
inner surface of covered film. By this way the concentration of 0.01% of
residual oxygen can be obtained.

It is obvious that the composition of modified atmosphere in packaged
meat products changes during storage. The aim of present work was to study
changes in CO, content in modified atmosphere of packaged sausages during
different storage conditions with respect to dissolving of CO, in food pro-
duct and its escape via packaging film to the environment.

MATERIAL AND METHODS

Materials

Cooked finely comminuted Lyoner-type sausage was sliced and packaged
in modified atmosphere of nitrogen and carbon dioxide mixtures. The
samples were stored under temperature of 4 °C for eight weeks. The empty
packages without meat products were prepared for comparison with the saus-
age containing ones.

The packages consisted of thermoformed round trays (diameter 10 cm)
made of MULTIPET K 250 film (PET/PE type of packaging film, thickness
250 m, producer Wihuri Oy Wipak, Finland) sealed by CBT 70 PEEL film
(PP/PE/EVOH/PE, 250 m, Wihuri Oy Wipak, Finland). Each package con-
tained 150 g of meat product and 25 ml of internal atmosphere. Gas packa-
gings in modified atmosphere of N, and CO, mixtures with four different
CO, levels (0, 25, 50, 100%) were used.

Methods

Composition of Modified Atmosphere during storage was investigated using
gas chromatography, 0.5 ml of internal atmosphere from package was directly
injected into gas chromatograph. Analyses conditions were as follows:
gas chromatograph: CHROM 5 (Laboratomi pfistroje Praha, Czech Republic)
TCD detector: heating current 100 A
carrier gas: argon

flow rate: 60 ml/min
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temperatures: column, detector and injector 40 °C
column: length 2.5 m, inner diameter 3 mm
sorbent: PORAPACK Q (Supelco Inc., USA) for CO2 determination
Molecular Sieve 5 A (Supelco Inc., USA) for Oz determi-
nation

pH-value measurement

The Acidimeter 333 (Druopta Praha, Czech Republic) equipped with a
combined glass-calomel electrode was used for pH value determination.

RESULTS AND DISCUSSION

As expected the composition of MA changed during the storage of sliced
sausage. These variations differed in consequence of the initial composition
of MA. The most important changes were found for the oxygen and/or car-
bon dioxide contents.

Nitrogen levels in MA varied less significantly and rather as a function of
content changes of both other gases.

Carbon dioxide levels changed in a different way in dependence on its in-
itial content in MA. Basically three processes can influence its content. Ab-
sorption and/or desorption of this gas in water and fat phase of sausage and

50 T
(o] —x—0 [%]
40 + —o—50 [%]
—a— 100 [%]
30 +
20 +
10 4
x-""'fx
0 s s : } :
0 5 10 15 20 25 [days] 30

1. Carbon dioxide content during storage of sausage packed under MA with different carbon
dioxide content
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2. Carbon dioxide content during storage of sausage packed under MA with different carbon
dioxide content

its microbial (or enzymatic) production were of the main importance, while
the influence of gas diffusion through the packaging film was less important.
The increase in carbon dioxide amount was evidently in consequence of a
microflora growth, lactobacilli represented most of them.
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3. Carbon dioxide content in the packages without sausage under MA with different carbon
dioxide content
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4. Oxygen content during storage of sausage packed under MA with different carbon dioxide
content

The influence of various initial levels of carbon dioxide on the changes in
its concentration in MA during storage is evident from Fig. 1 and 2. CO,
content in MA originally free of carbon dioxide (i.e. 100% of nitrogen) in-
creased rapidly during the first day of storage. In opposite the remarkable
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5. Oxygen content in the packages without sausage under MA with different carbon dioxide
content
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6. Nitrogen content during storage of sausage packed under MA with different carbon dioxide
content

decrease of this value was observed in the packages with higher initial levels
of carbon dioxide. Its absorption in the water and/or fat phase of meat pro-
ducts in the packages with initial carbon dioxide level 100 % and partially
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7. Nitrogen content in the packages without sausage under MA with different carbon dioxide
content
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8. Nitrogen content during storage of sausage packed under MA with different carbon dioxide
content

also with 50 % caused the considerable pressure decrease in the packages, so
they looked like vacuum packaged products (so called pseudovacuum ef-
fect).

The comparison of the packages with and without meat products (Fig. 3)
showed that the changes of a carbon dioxide level were caused mostly by the

63 T
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60 . : . f : -
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9. pH-value during storage of sausage packed under MA with different carbon dioxide content
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interaction with the meat product. The carbon dioxide amounts in the pack-
ages with meat products decreased considerably in the first day of storage in
the modified atmosphere and the production of carbon dioxide during further
storage was observed, whereas the concentration of carbon dioxide in the
packages without meat products was nearly constant. Only in the packages
with initial carbon dioxide level over 50% the decrease of carbon dioxide
concentration caused by diffusion through the plastic film was observed.

The changes of the oxygen level were caused by consumption (oxidation)
in the material and by diffusion through the packaging film. The comparison
of packages with and without meat products was interesting again. Oxygen
levels slightly increased in the empty packages due to gas diffusion through
the packaging film from the surroundings and the volume decrease caused by
faster diffusion of carbon dioxide from the packages.

In packages with products in MA of “pure” carbon dioxide (“100%“) the
absorption of CO, in water phase caused so considerable volume decrease
that the traces of the residual oxygen concentrated in small head space to the
level similar to its concentration in air (Fig. 4 and 5). An oxidation of meat
products components during further storage also caused the decrease of its
level.

Nitrogen represents an inert gas in the system of MA of sausages. It does
not dissolve considerably in meat product and it does not react with the meat
products compounds. Its changes were caused by diffusion through the plas-
tic film (the direction of this diffusion depends on its initial level in modified
atmosphere) and by changes of internal volume due to decrease or increase
of other analysed gases, i.e. oxygen and carbon dioxide (Fig. 6-8).

pH-value of meat products changed mostly at the beginning of storage and
its value decreased at all tested samples (see Fig.9). No significant dif-
ferences were observed between the samples with different initial carbon di-
oxide levels.

Conclusions

Variations of carbon dioxide level are the most important changes in the
modified atmosphere of meat products. They are caused mainly by the ab-
sorption in meat products. The changes in other gases, i.e. oxygen and ni-
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trogen, are less apparent. The composition of modified atmosphere during
storage of meat products differs considerably from the initial conditions.
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Slozeni modifikované atmosféry béhem skladovani masnych vyrobku

Byly sledovany zmény modifikované atmosféry (MA) béhem skladovani bale-
nych mékkych salami (typ junior). Vzorky salami (200 g) byly zabaleny do kula-
tych tepelné tvarovanych misek uzavienych plastovou folii pii pouziti MA z €istého
dusiku, oxidu uhli¢itého a jejich smési obsahujicich 25 % nebo 50 % obj. oxidu
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uhli¢itého. Jako slepy vzorek byly pouZity prazdné balicky bez masnych vyrobki.
Vzorky byly skladovany osm tydnu pii 4 °C.

Koncentrace oxidu uhli¢itého v MA se béhem skladovani riznym zpiisobem mé-
nila v zavislosti na jeho pocate¢nim obsahu ve vnitfni atmosféfe. Zmény byly zpi-
sobeny zejména absorpci a desorpci tohoto plynu ve vodé nebo v tukové fazi salamu
a mikrobialni (nebo enzymovou) produkci oxidu uhli¢itého. Vliv difuze plyni bali-
cim materialem byl méné vyznamny. V bali¢cich s poCate¢ni koncentraci oxidu uh-
licitého 100 % a Castecné také s 50 % nastal znaény pokles tlaku (tzv.
pseudovakuovy efekt).

Zmény hladiny kysliku byly zpisobené oxidaci sloZek masnych vyrobki a difuzi
pfes balici material. V systému, kde nastal pseudovakuovy efekt doSlo ke zvySeni
koncentrace kysliku v malém prostoru v balicku, a to na koncentrace blizké koncen-
traci v okolnim vzduchu.

Dusik jakoZto inertni plyn se ani nerozpousti v masnych vyrobcich, ani nereaguje
se sloZkami masnych vyrobki. Zmény jeho koncentrace v modifikované atmosféte
byly ovlivnény difuzi plastovou f6lii a zménami celkového objemu plynného podilu
v bali€cich.

masné vyrobky; modifikovana atmosféra; zmény béhem skladovani; baleni
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CLASSIFICATION OF LEGUMES AND LEGUME PRODUCTS*

Jana DOSTALOVA

Institute of Chemical Technology — Department of Food Chemistry and Analysis,
Prague, Czech Republic

Abstract: The new system for classification of legumes and legume products
was developed. The classification was performed on the basis of chemical com-
position of legumes and legume products and on the basis of mode of processing
as well. The advantages of this system in comparison with other systems of
classification used are discussed.

legumes; pulses; legume products; classification; system; nutrition

The term “legume, although botanically meaning the seed pod itself, is
often applied both to the fruit or seed and to the plant or plant family. Pulses
(pulse legumes), as distinct from oilseeds, are legumes which are planted and
harvested primarily for their mature or immature seeds, a significant source
of dietary protein and carbohydrates, but not primarily oil. Very often the
broader term legumes is used only.

The legumes are classified to the family Leguminoseae (syn. Fabaceae,
Papilionaceae, Viciaceae), which belong to the third largest family among
the flowering plants (after Asteraceae syn. Compositae, and Orchideaceae).
The family Leguminoseae has a currently estimated 16 000-19 000 species
in about 750 genera (Allen, Allen, 1981). It is divided into three sub-
families: Caesalpinioidae, Papilionoideae and Mimosoidae. The domesti-
cated legumes are all members of the Papilionoideae, which comprises over
300 genera with over 10 000 species. Almost 60 domesticated grain legume
species are ordinarily used for food purposes. Of these species only a minor
part is so widely grown as to constitute the bulk of the legumes grown and
consumed world-wide (Table I).

* The project within the frame of the programme CIPA-CT92-4020 (LINE Network).
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The human food the legumes supply is of three kinds:

— edible tubers

— leaves, green pods and unripe seeds (vegetable legumes)
— ripe dry seeds (grain legumes, pulses)

I. List of main legumes grown and consumed world-wide

Botanical name*

Common name*

Arachis hypogaea L.

peanut, groundnut

Cajanus cajan (L.) MILLSP.
Cajanus indicus SPRENG

pigeon pea, red gram

Cicer arietinum L.

chick-pea, gram, bengal gram

Glycine hispida MAXIM
Glycine max (L.) MERRILL
Glycine soja SIEB. et ZUCC.
Soja hispida MOENCH

Soja max L.

soybean, soya bean, soja

Lathyrus sativus L.

grass pea, vetchling, chickling pea

Lens esculenta MOENCH lentil

Lens culinaris MEDIK

Ervum vulgaris HUTH

Phaseolus limensis L. baby lima bean

Phaseolus lunatus L.

large lima bean

Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus esculentus SALISB

ripe seed: common bean, kidney bean, dry bean, pinto bean
young pod: green bean, french bean, wax bean

Pisum sativum L.

green pea, garden pea, field pea

Vigna unguiculata L. WALP
Phaseolus mungo L. HEPPER

Vicia faba L. broad bean, fava (faba) bean, horse bean, windsor bean
Faba vulgaris MOENCH
Vigna glabra SAV] cowpea
| Vigna sinensis ENDL. cowpea, black-eyed pea
Vigna mungo L. HEPPER black gram

Vigna radiata (L.) WILCZEK
Phaseolus aureus L.
Phaseolus radiatus L.

green gram, mung bean, golden gram

*It is possible to find further names, esp. common names in the literature
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The main legumes consumed also as vegetable are summarised in Table II.

I1. Important legumes used as vegetable

Botanical name*

Common name*

Cyamopsis tetragonolobus L. TAUB
Glycine soja SIEB. et ZUCC.
Phaseolus limensis L.

Phaseolus vulgaris L.

Pisum sativum L.

guar
soybean
lima bean

string bean

garden pea

* It is possible to find further names, esp. common names in the literature

Seeds of leguminous plants (grain legumes) are important feed ingredients
for livestock but only a small fraction of species are used for animal feeding
at present (Table III). For some legumes, such as soybeans or peanuts, ani-
mal feeds represent a major consumer for the seed. For other legumes, such
as beans of the Phaseolus species, animals are considered secondary users of

cull or off-grade seeds.

III. List of important grain legumes used as feed ingredients for livestock

Lupinus luteus L.

Pisum sativum L.

Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC.
Vicia faba L.

Botanical name* Common name*
Arachis hypogaea L. peanut
Cyamopsis tetragonolobus L. TAUB guar
Glycine soja SIEB. et ZUCC. soybean
Lupinus albus L. white lupine
Lupinus angustifolius L. blue lupine

yellow lupine
field pea

winged bean

faba bean

*It is possible to find further names, esp. common names in the literature
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The legumes are the second most important agricultural plant commodity,
after grasses (Poaceae syn. Gramineae), in animal nutrition and in human
nutrition in developing countries as well. The consumption of legumes in
developed industrial countries is of minor importance but would be desirable
to increase it due to their high nutritional value and health-promoting effects.
Legume seeds are on the average twice as rich in protein as grains and the
nutritional value of legume proteins is higher. The consumption of legume
proteins is not connected, in most cases, with the consumption of high quan-
tities of fats. It is a very positive fact, because the consumption of fats in
developed industrial countries is too high, and it is one of the reasons of high
prevalence of cancer, cardiovascular and many other diseases. The legume
seeds are well stocked in the B vitamins and some minerals. The fibre is a
very valuable part of legumes as well. Some legumes are eaten green in the
pod, when they contain fairly high quantities of provitamins A and vitamin
C. The soybeans and peanuts are sources of high quality oils. The composi-
tion of raw and cooked legumes was excellently summarised by Matthews
(1989).

The consumption of legumes in Central Europe has been continually de-
creasing during the last 100 years. The legume consumption in the Czech
Republic is very low at present, a little above 1 kg per capita per year (Stat-
istical Year Book of the Czech Republic, 1996), and it is similar to other
developed countries, with the exception of southern countries of Europe,
USA and Canada (3-6 kg per capita per year) (Food Consumption Statistics,
OECD Paris, 1991). High consumption of legumes is in Japan as well, due to
high consumption of soybeans and soybean products (Erdman, For-
dyce, 1989). The consumption of vegetable legumes is negligible in the
Czech Republic (below 0.5 kg per capita per year) (Statistics of Household
Budget Surveys, 1995). The consumption of legumes in the developing
countries of Africa, Asia and Latin America is much higher and is associated
with poverty, although it is accepted in India, where religion or local customs
prevent consumption of meat or dairy products. In Latin America, legumes
constitute about 10% of the diet, in different regions of India the proportion
is in the range 30-50% (Salunkhe, Desphande, 1991).

There is a little increasing trend in the legume consumption, especially soy-
beans, in the developed countries due to the moderately increasing number of
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vegetarians, nutritional knowledge and new products from legumes on the
food market.

Ripe dry legume seeds could not be consumed as a food raw due to their
unsuitable sensory quality (unpleasant beany flavour and hard texture) and
presence of various antinutritional factors. Some of them are heat labile and
can be destroyed by various types of cooking. Most of antinutritional factors
can be destroyed by fermentation or sprouting as well. The processing of
legumes is of crucial importance for the type of legume product.

The most important cooking method suitable for legumes in households is
boiling in water or steam under atmospheric or higher pressure. Less fre-
quent methods are stewing or baking. Cooked legumes can be a part of
various fried dishes. Roasted legumes serve as snacks.

The industrial methods of legume processing are more diversified. In addi-
tion to traditional method of processing — milling, cooking (boiling and
steaming), canning, freezing, roasting and parching, germination or sprout-
ing and fermentation, several modern methods exist — puffing, extrusion, ex-
pansion, texturisation. Soybeans and peanuts are processed to refined oils.
Soybeans offer many further possibilities of technological processing — pro-
duction of soy protein, soymilk or soy curd (tofu), various fermented pro-
ducts, etc.

The number of legume products on the food market is very high, and their
composition very varied. Main types are as follows: products on whole
seeds, fat or protein basis and products with whole seeds as ingredients.

The legumes represent a very different group of foods from the point of
view of chemical composition, possibilities of technological processing and
importance in human nutrition, and therefore, detailed classification is
needed. The detailed classification of legumes and legume products was not
done in the whole extent up to present. The botanical classification is not
sufficient because there are legumes with various nutritional and technologi-
cal properties in one tribe. E.g. the tribe Phaseoleae comprises the genus
Glycine and Phaseolus, whose properties are very different. The detailed
classification system of legumes will be useful most of all in nutritional
evaluation of consumed foods. It would be useful in various statistical and
trade balances and in food commodity science as well.
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METHODS OF CLASSIFICATION

Food products represent a very large and varied group of products in the
developed industrial countries. The classification, coding and description is
necessary for good orientation and work with this group.

Systems of food classification in the Czech Republic are gradually chang-
ing at present. The Soviet systems and Czech historical systems were used
until quite recently. These systems have been gradually substituted by sys-
tems of the European Union now.

Several different systems of food classification of more importance and
greater number of further systems of minor importance are used in the Czech
Republic at present (Table IV) (Dostdalova, 1997).

IV. The main systems of food classification used in the Czech Republic

System of Standard Classification of Product
The classification system of Customs Tariff
The classification of foods in the Czech Food Codex

Classification system used in Food Composition Tables

Lok W -

System used in statistics of Household Budget Surveys

The Standard Classification of Product and the classification system of
Customs Tariff are harmonised with international standards. Standard
Classification of Product is based on European standard CPA (Classification
of Product by Activities) and Customs Tariff applies complex nomenclature
of the customs tariff of European Union.

The classification system of Czech Food Composition Tables is different
from the system of tables of other European countries and system of House-
hold Budget Surveys as well. It is planned to accept the PROCOME (COI-
COP-HBS) Food Coding System (PROCOME, 1996) classification for the
Household Budget Surveys in the near future.

The legume and legume products are included in several classes of food
classification system (systems 1, 2) or included in one class without further
detailed classification (systems 3-5). For nutritional evaluation of food, de-
tailed classification of legumes or legume products is needed. This classifi-
cation of legume seeds has to be made on the basis of their chemical
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composition and the classification of legume products on the basis of pro-
cessing as well. These aspects were taken into account in the proposed classifi-
cation system. Main groups are classified according to chemical composition
and subgroups are classified according to processing. The classification ac-
cording to chemical composition was introduced for the following reasons.

1. The chemical composition and possibilities of usage differ very much
between vegetable legumes and grain legumes. Grain legumes have lower
water content, higher content of proteins and saccharides and lower content
of vitamin C, and oilseeds higher fat content than vegetable legumes. The
vegetable legumes are therefore classified into the group of vegetables in
most classification systems. It is necessary, however, to differ between them,
because the chemical composition of vegetables and vegetable legumes dif-
fers very much as well. Vegetable legumes have lower water content, higher
content of proteins (about 8%) and saccharides (about 20%) than other kinds
of vegetables.

2. The chemical composition of legumes within the group of grain legumes
is very different as well. It is necessary to differentiate between low fat le-
gumes (pulses) and high fat legumes (oilseeds). The fat content of pulses is
in the range of 1-1.5% and the fat content of oilseeds between 20-50 %
(average 20% in soybeans and average 50% in peanuts).

3. Because of limited possibilities of breeding the genetic engineering tech-
nology will be applied to improve the chemical composition of legumes in
the near future. The genetic manipulations are focused most of all to increase
nutritional value of proteins (e.g. increasing S-aminoacids content) and to
decrease content of flatulent saccharides. Genetically modified legumes due
to their different nutritional value have to be classified as a special group.

On the basis these facts the new classification system of legumes and legume
products for human nutrition was developed by the author (Table V and V).

V. The proposed classification system of legumes for human nutrition

1 Vegetable legumes 2 Grain legumes*
1.1 Green pods 2.1 Pulses (low fat)**
1.2 Fresh ripe seeds 2.2 Oilseeds (high fat)
1.3 Fresh unripe seeds 3 Genetically modified legumes

*The name grain legumes is used by some authors only for pulses
“"The name pulses is sometimes used for oilseeds (most of all soybeans) as well
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VI. Proposed classification system of legume products

1 Products from vegetable legumes
1.1 Canned or frozen pods or seeds
1.2 Industrial or home made meals

1.3 Products with vegetable legumes as ingredients*
1.3.1 Canned or frozen vegetable mixtures
1.3.2 Industrial or home made meals

2 Products from pulses

2.1 Products on whole seeds basis
2.1.1 Canned beans
2.1.2 Roasted beans
2.1.3 Puffed beans
2.1.4 Sprouted beans
2.1.5 Fermented products
2.1.6 Others

2.2 Products on protein basis
2.2.1 Protein flours
2.2.2 Protein concentrates

2.2.3 Extruded or expanded protein products
2.3 Products with pulse as ingredients*

2.3.1 Canned or frozen

2.3.2 Fermented products

2.3.3 Industrial or home made meals

2.3.4 Others
2.4 Products with pulse products as ingredients*

2.4.1 Bakery and confectionery products

2.4.2 Industrial or home made meals

2.4.3 Others

3 Products from oilseeds
3.1 Products on whole seeds basis
3.1.1 Canned beans
3.1.2 Roasted beans
3.1.3 Puffed beans
3.1.4 Sprouted seeds
3.1.5 Plant milks**
3.1.6 Oriental legume products
3.1.6.1 Non-fermented
3.1.6.2 Fermented
3.1.7 Peanut butter
3.1.8 Others
3.2 Products on protein basis
3.2.1 Flours
3.2.1.1 Full-fat
3.2.1.2 High-fat
3.2.1.3 Low-fat
3.2.1.4 Defatted (extracted meals)
3.2.1.5 Grits

3.2.1.6 Lecithinated
3.2.2 Protein concentrates
3.2.3 Protein isolates
3.2.4 Textured protein product
3.3 Products on fat basis
3.3.1 Refined oils
3.3.2 Soy lecithin
3.4 Products with whole seeds as ingredients*
3.4.1 Canned or frozen products
3.4.2 Confectionery products
3.4.3 Industrial or home made meals
3.4.4 Others
3.5 Products with legume products as ingredients*
3.5.1 Meat products
3.5.2 Dairy products
3.5.3 Bakery and confectionery products
3.5.4 Industrial or home made meals
3.5.5 Others

4 Products from genetically modified legumes

*Can be separated into two groups: 1. with legumes or legume products prevailing;
2. with legumes or legume products as minor ingredients
** The term “milk“ should not be used, because milk is the product of the mamma only

268




Potrav. V&dy, 15,1997 (3): 261-270

A similar system could be proposed for feedstuffs on the legumes and le-
gume products basis.

The proposed system of classification of legumes and legume products was
developed most of all for the purposes of nutritional evaluation of foods and
therefore legumes with similar chemical composition were grouped into
classes. This system will be useful for food commodity science and statistics
as well, because the products with the same way of processing, character and
consumer value are listed in one subgroup. Some modifications will be
needed for customs purposes.

The aspects of packaging were not taken in account but it is very easy to
include them in the system. Some products can be classified, of course, in
two or more different groups, e.g. tofu (soy curd) may be classified into the
group of non-fermented oriental products or in the group of products on the
protein basis.

This system of classification has the advantage in comparison with other
systems used in the Czech Republic in the fact, that all legumes are classified
into one group. The great number of subgroups and easy way to extend them
are other advantages of the system.

The proposed system has the above described advantages also in compari-
son with PROCOME (Eurostat version), the new COICOP-HBS (1996),
where legumes are classified into group vegetables (subgroup vegetables
grown for their fruit, and subgroup dried vegetables, both without further
differentiation) and soy products into group salt, spices, sauces, and food
products n.e.c.

Conclusions

Legumes and legume products represent a very large and varied group of
foods and therefore the special system of classification is needed. The new
detailed classification system of legumes and legume products was de-
veloped. This system is advantageous, most of all, from the point of view of
evaluation of the nutritional value of food consumed.
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Klasifikace luSténin a vyrobki z lusténin

Plody rostlin ¢eledi Fabaceae (bobovité) a vyrobky z nich piedstavuji velkou a ve-
lice niznorodou skupinu, a proto je nelze z hlediska vyznamu a zpiisobu vyuZiti v lid-
ské vyZivé zafadit do jedné skupiny potravin. Zafazeni do vice potravinovych skupin
ma také ur¢ité nevyhody, pfedevSim pfi vyhodnocovani vyZivové situace obyvatel-
stva z hlediska pfijmu jednotlivych Zivin. V Ustavu chemie a analyzy potravin
VSCHT byl proto vypracovéan novy podrobny systém tidéni zohlediiujici chemické
sloZeni plodu (pfedevsim obsah tuku a bilkovin) a u vyrobkil i zptisob technologické-
ho zpracovani. VWhody a nevyhody proti stavajicim systémm tfidéni jsou diskuto-
vany.

lusténiny; vyrobky z lusténin; tfidéni; vyZiva
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MUTAGENNI AKTIVITY NEKTERYCH LATEK
ROSTLINNEHO PUVODU*

Mutagenic Activity of Substances of Plant Origin

Bohumil TUREK, Ivan BARTA', Petr SMERAK, Eliska KOVACOVA,
Markéta SEDMIKOVA', Helena SESTAKOVA

State Institute of Public Health, Prague; I 3rd Medical School, Charles University,
Prague, Czech Republic

Abstract: Mutagenic activities of substances of plant origin (extract Angelicae
archangelica — o-angelicalactone, juglone, extract Humuli lupuli — emodine,
hype-ricine, and psoralene) were tested with the aid of the Ames test in the pro-
karyotic model and low doses (approximating 0,1 LDs) and the micronucleus test
on the eukaryotic model. In question are substances in which there have been
demonstrated mutagenic activities and at the same time this effect was not con-
firmed by others or there have also been found antimutagenic effects, In the Ames
test the mutagenic effect has been found only in juglone and o-angelicalactone.
In the micronucleus test a statistically significant higher freguency of micronuclei
in comparison with controls has been found in all substances except angelicalac-
tone namely in at least one of the concentration tested. The resulting effect of
tinctures and extracts may differ according to the proportion of certain substances
influencing genotoxicity which pass into these solutions. The results of the fol-
low-up of these natural substances show that in many plants used as vegetables,
spices, or medicinal herbs, it is possible to anticipate the presence of substances
showing mutagenic activity in conditions in vivo and in vitro.

mutagenic activity; substances of plant origin; Ames test; micronucleus test

Abstrakt: Mutagenni aktivity latek rostlinného pivodu (extrakt angelicae ar-
changelica, resp. o-angelikalakton, juglon, humulon, emodin, hypericin a psoralen)
byly testovany Amesovym testem na prokaryotnim modelu a v nizkych davkach
(blizkych 0,1 hodnoty LDs,) mikronukleus testem na eukaryotnim modelu.
Jedna se o latky, u nichZ byla dfive prokézana mutagenni aktivita, ale v jinych
pracich nebyl tento efekt potvrzen nebo byly prokazany téZ ucinky anti-
mutagenni. V Amesové testu byl nalezen mutagenni efekt pouze u juglonu

Tato prace byla provedena v ramci tikolu GACR 311/94/1739.
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antimutagenni. V Amesové testu byl nalezen mutagenni efekt pouze u juglonu
a o-angelikalaktonu. V mikronukleus testu indukovaly statisticky vyznamné zvy-
Senou frekvenci mikrojader ve srovnani s kontrolni skupinou v3echny testované
latky kromé angelicinu, a to alespoii v jedné ze sledovanych koncentraci. Vysledny
efekt tinktur a extraktl miZe byt rozdilny podle podilu nékterych latek ovliviiu-
Jicich genotoxicitu, které prechazeji do roztoki. Vysledky sledovani pfirodnich
latek prokazuji, Ze je moZné v fadé druhi rostlin poZivanych jako zelenina, kofeni
nebo jako lé€ivé byliny predpokladat vyskyt latek vykazujicich mutagenni aktivitu
za podminek in vivo i in vitro.

mutagenni aktivita; latky rostlinného pivodu; Amesiv test; mikronukleus test

Expozice populace karcinogennim latkam pfedstavuje vyznamny vliv prostfedi na
incidenci nadorovych onemocnéni. Kromé chemickych karcinogennich latek existuje
velka skupina pfirozenych latek vykazujicich genotoxické ucinky. Jedna se o latky
piirozené se vyskytujici v poZivatinach zejména rostlinného pivodu nebo o latky
vytvafené v rostlinné tkani jako reakce na pusobeni riznych stresovych podnétu
(fytoalexiny). V hodnoceni zdravotni nezavadnosti rostlinnych produktii pfevazovalo
sledovani akutni toxicity. Prilkazy mutagenni aktivity u fady latek pfirozené se
vyskytujicich v rostlinach, napf. i v 1é€ivych bylinach, vedly ke zvySeni zajmu o jejich
sledovani i z hlediska jejich genotoxického rizika.

K poznani mutagenni aktivity u fady latek rostlinného piivodu pfispély znaénou
mérou puivodni prace (Ames, 1983, 1990; Ames, Gold, 1991; Bjeldanes,
Chang,1977) a prace poukazujici na karcinogenni uéinky (Weisburger, 1979)
piirozené se vyskytujicich latek v riznych rostlinach. U nékterych chemicky defino-
vanych latek byla jejich genotoxicita bezpené prokazéana a fada produktii z rostlin,
které tyto latky obsahuji, jsou podezielé ze zvySovani genotoxického rizika.

Z uvedenych piirozené se vyskytujicich latek rostlinného pivodu jsme se zaméfili
na ovéfeni mutagenni aktivity latek, u nichZ byla prokdzana mutagenni aktivita, ale
zarovéii v jinych pracich tento efekt nebyl potvrzen nebo byly prokazany téz ucinky
antimutagenni. Jedna se o tyto latky: angelicin, resp. a-angelikalakton, juglon, humu-
lon, emodin, hypericin a psoralen. Studované slouceniny byly vybrany nezévisle na
struktufe a vyskytu. Hlavnim kritériem byl biologicky ucinek, ktery se jevil v riznych
studiich rozdilny. V fadé pripadi se ukazuje rozdil v piisobeni aktivnich latek
v rostlinach a extraktii z celych rostlin nebo jejich ¢asti, proto jsme se zaméfili nejen
na autentické slouceniny, ale i na extrakty drog.

Juglon — derivat naftochinonu (5-hydroxy-1,4-naftochinon), pisobi-cytotoxicky
na hepatocyty a indukuje volné kyslikové radikaly aktivaci kysliku (O’Brien,
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trakti z celych rostlin nebo jejich Easti, proto jsme se zaméfili nejen na au-
tentické slouCeniny, ale i na extrakty drog.

Juglon — derivat naftochinonu (5-hydroxy-1,4-naftochinon), piisobi cyto-
toxicky na hepatocyty a indukuje volné kyslikové radikaly aktivaci kysliku
(O’Brien, 1991). Juglon je obsaZen v rostlinich celedi Juglandaceae, ze-
jména v ofesdku kralovském, Juglans regia.

Emodin vykazuje mutagenni aktivitu v Amesove testu s TA1537 s metabo-
lickou aktivaciibez ni (Krivobok etal., 1992). Genotoxickou a cytotoxic-
kou aktivitu bez metabolické aktivace vykazuje téZ extrakt z houby koZnatky
krvavé, Dermocybe sanguinea, obsahujici emodin (Wright et al., 1992).
Anthrachinon emodin se jako glykosid vyskytuje také v reveni. Emodin inhi-
buje tyrozinasu, coZ je podstatou jeho podpory antikarcinogenniho pusobeni
jinych latek, jak prokdzali Zhang a Hung (1996). SniZuje také aktivitu
protein kinasy C (Fredenhagen et al,, 1995).

Hypericin ma vyzna¢ny fotosenzibilizaCni efekt. Je obsaZen zejména v tie-
zalce teCkované, Hypericum perforatum. Ma antivirové ucinky (Harris et
al., 1996; Cohen et al., 1996), inhibuje protein kinasu C (Agostinis et
al., 1996) a ma antiproliferaéni u€inky. Pfi sledovani antikarcinogenniho
efektu hypericinu a jeho subcelularni distribuce byl prokazan predevsim
v membranach a jddrech nadorovych bunék (Miskovsky etal., 1996).

Angelicin je furanokumarin obsazeny v and€lice (Archangelica officinalis)
a v pastindku (Pastinaca sativa). And€liky se €asto pouziva jako 1écivé byli-
ny. Extrakt kofene andé€liky vykazuje slabé mutagenni u€inky in vifro pfi
pouziti Amesova testu s TA98 a TA100 s metabolickou aktivaci S9 frakci
ibezni (Goggelmann, Schimmer, 1986).

Angelikalakton a-, stejné jako B-isomer s dvojnou vazbou v konjugaci
s karbonylovou skupinou, jsou reaktivnéj$i neZ angelicin a maji vyraznéjsi
ucinky.

Psoralen patfi mezi vyznamné linearni furanokumariny. Je fazen mezi fy-
toalexiny, coZ jsou latky vytvafené v tkanich rostlin jako souéast ochrannych
mechanismi proti nepfiznivym vliviim (stresové reakce). Ma genotoxické
uCinky (Smith, 1982). Psoralen je obsaZen zejména v celeru (Apium gra-
veolens), pakminu (Ammi majus), pastiniku (Pastinacea sativa) a petrzeli
(Petroselinum sativum). Pro zvyS$eni produkce psoralenu a jeho derivati je
vyznamné napadeni rostliny fytopatogennimi mikroskopickymi houbami
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(Phytophtora infestans, Sclerotia sclerotiorum), které mohou vyvolat pii lat-
kové preméné v bulvé celeru reakce vedouci k mnohonasobné (10 aZ 100krit)
vySSi produkci psoralenu (Scheel et al., 1963, Wu et al., 1972). Jeden
z derivati psoralenu, 8-metoxypsoralen + PUVA (psoralen + dlouhovinné
UV spektrum) je v klasifikaci karcinogennich latek podle IARC fazen do
skupiny 1 a podle ARC do skupiny prokazanych karcinogeni (Fung et al.,
1995). Karcinogenita psoralenu je potencovana pusobenim dlouhovinného
UV spektra (UVA). UV spektrem je rovnéZ zjiStovano poSkozeni DNA
a tvorba addukti s nukleovymi kyselinami (Hannuksela et al., 1986).

Humulon a lupulon jsou dilezitymi latkami obsaZenymi v Sisticich chmele
(Humulus lupulus). Jedna se o a— a B—hoiké kyseliny, které maji uCinky se-
dativni, a je u nich pozorovan téZ antibakterialni efekt. Goggelmann
aSchimmer (1986) prokazal u chmelového extraktu in vifro slaby muta-
genni ucinek u kmeni TA98 a TA100 Salmonella typhimurium s metabolic-
kou aktivaci i bez ni.

MATERIAL A METODY

Amesuy test

Principem Amesova testu na prokaryotnim modelu (Maron, Ames,
1983; Cerna et al., 1989) je sledovani spontannich a indukovanych rever-
znich mutaci u specidlnich kmenii bakterii (auxotrofnich kmenti his” bakterie
Salmonella typhimurium, kmeny TA98 a TA100). Pro modelovani metabo-
lické pfemény in vitro byla pouzita S9 frakce jaterniho homogenatu z jater
potkanii indukovana smési polychlorovanych bifenyli Aroclorem 1254.

Jako pozitivni kontrola byly pouzivany latky se znAmymi a ovéfenymi mu-
tagennimi vlastnostmi (referen¢ni mutageny): 2-aminofluoren v koncentraci
10 pg/misku, v piipadé TA98 i TA100 jako nepiimy mutagen. Jako pfimy
mutagen byl pouZit 4-nitro-1,2-fenylendiamin (NOFD) pro TA98 v koncen-
traci 30 pg/misku a azid sodny v koncentraci 10 pg/misku pro TA100. Ami-
nofluoren a NOFD byly fedény koncentrovanym dimethylsuloxydem
(DMSO0), azid sodny byl rozpoustén v destilované vodé. VétSina latek rost-
linného piivodu a referen¢ni mutageny byly rozpoustény v DMSO a zdkladni
roztok byl dile DMSO nafedén na pozadované koncentrace. U latek neroz-
pustnych v DMSO (juglon, hypericin) byl jako rozpoustédlo pouZit aceton.
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Koncentrace byly fedény tak, aby odpovidajici mnoZstvi testované latky by-
lo rozpus$téno v 0,1 ml rozpoustédla.

U o-angelikalaktonu a extraktu z kofene Archangelica officinalis byly tes-
tovany koncentrace 50, 10 a 5 pg na 1misku. Juglon byl testovan v davkach
1,0,5,0,1a0,05pug na 1 misku. U extraktu z kvétenstvi Humulus lupulus,
emodinu a hypericinu byly zvoleny davky 50, 10 a 5 pg/misku. Psoralen byl
testovan v davkach 100, 10, 1, 0,1 a0,01 pg na 1misku.

Po uplynuti kultivaéni doby byly odefteny polty revertant na pfistroji Bio-
tran III, Edison N. J. USA. Kazda jednotliva koncentrace sledovanych latek
¢i jejich smési byla testovana v kazdém pokuse na tfech miskach a kazdy
pokus byl minimalné€ dvakrat opakovan.

V kazdém pokusu byl sledovan pocet spontidnnich revertant u kazdého
kmene za pfitomnosti 0,1 ml piislu§ného rozpoustédla na misku (negativni
kontrola — NK). Pomér mezi primérnym po¢tem spontannich revertant a pri-
mémym poctem indukovanych revertant u testovanych koncentraci (koefi-
cient K) byl pouzit jako zakladni kritérium pro hodnoceni mutagenni aktivity
testované latky. Statistické hodnoceni mutagenity bylo provedeno stanove-
nim intervali spolehlivosti na zikladé Poissonovského rozdéleni na 5% hla-
din€ vyznamnosti. Statisticky vyznamné rozdily revertant zjiSténé
u jednotlivych koncentraci testovanych latek proti kontrole (NK) a rozdily
mezi obéma kmeny byly hodnoceny /-testem.

Mikronukleus test

Mikronukleus test (Schmid, 1975; Gregor etal., 1987, DECD, 1983)
hodnoti mutagenni (klastogenni) aktivitu testovanych chemickych latek na
eukaryotnim sav€im modelu in vivo (schopnost indukovat zlomy chromozomi).

Na zdkladé pozadavku ziskat udaje o mutagenni aktivité nizkych davek
testovanych latek rostlinného piivodu jsme pfi mikronukleus testu vychazeli
z 0,1 hodnoty LD, kterd byla pouZita jako vychozi koncentrace. Testované
latky rostlinného ptivodu (s vyjimkou psoralenu) byly podavany jednorazové
sondou do traviciho traktu my$i. Ve v8ech pokusech byla piislu$na latka po-
davana v objemovém mnoZstvi 0,2 ml na 10 g télesné hmotnosti my8$i. V po-
kusech, v nichZ byl pod4vén s testovanou litkou olivovy olej, pfip. jiné
rozpoustédlo, bylo aplikovano stejné mnozstvi olivového oleje, resp. roz-
poustédla i kontrolni skuping.
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Byly pouZity bilé laboratorni my8$i SPF, kmene ICR od fy. Top-Velaz, o t&-
lesné hmotnosti 20-25 g, kterym byly aplikovany testované latky v riiznych
koncentracich.

Piehled pouzitych koncentraci testovanych latek (g/kg t€lesné hmotnosti),
doby jejich piisobeni (h) a odpovidacici zlomek hodnoty LD :

latka doba expozice koncentrace hodnoty LD50

o~angelikalakton 24,48, 72 0,14; 0.28; 0,05, 0,1,
14;2,1;2.8 0,5,0,75, 1*

Extrakt z kofene

Archangelica officinalis 48, 72 0,22;1,1; 1,6 0,1,0,5,0,75**

Juglon 24,48, 72 0,08; 0,04; 0,02

Extrakt z kvétenstvi

Humulus lupulus 24,48, 72 0,185; 0,092; 0,018

Emodin 48,72 0,015; 0,007, 0,0038 0,2,0,1 a0,05***

Hypericin 48,72 0,008; 0,004; 0,002

Psoralen 24 0,02; 0,04; 0,08

*Drug and Chemical Toxicology (1980) (Micromedex)
**Food and Cosmetics extrakt Toxicology (1975) (Micromedex)
***Bachmann et al. (1979)

o-angelikalakton byl pokusnym zvifatim poddvan v olivovém oleji. Za-
sobni roztok extrakt z kofene Archangelica officinalis v propylenglykolu byl
fedén na testovanid mnozstvi olivovym olejem. Juglon a hypericin byly roz-
pustény v malém objemu acetonu a za stalého michani pii teploté 35 °C byl
pfidan pfislu$ny objem olivového oleje. Po odpafeni acetonu byla koncentra-
ce obou latek upravena na hodnoty uvedené v piehledu a latky podavany pokus-
nym zvifatim. Zasobni roztok extraktu z kvétenstvi Humulus lupulus ve 40%
etanolu byl déle fedén destilovanou vodou na pozadovanou testovanou koncen-
traci. Emodin byl pokusnym zvifatim poddvan v olivovém oleji. Psoralen byl
rozpustén v 7% DMSO. Koncentrace byly fedény tak, aby mnoZstvi testova-
ného mykotoxinu, vztaZeno na 10 g t€lesné hmotnosti mysi, bylo rozpusténo
v 0,1 ml rozpoustédla (7% DMSO). Pokusnym zvifatim byl psoralen apliko-
van intraperitonealné v jednorazovych davkach.

Po zpracovani kostni dfené bylo pii zvétSeni 1 000krat pod imerzi hodno-
ceno u kazdého zvitete 1 000 polychromatofilnich erythrocyti (PCHE) a fre-
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kvence mikrojader. U kazdé experimentalni skupiny zvifat byl vyjadfovan
prumémy pocet mikrojader vztaZzenych na 1 000 PCHE.

Jako pozitivni kontrola byly pouzity mys$i ovlinéné i. p. cyklofosfamidem
(referen¢ni mutagen) v davce 20 a 40 mg/kg. Negativni kontrolou byly mySsi
ovlivnéné per os pfislusnym rozpoustédlem, u nichZ nebyla zjisténa signifi-
kantné vy$si Cetnost mikrojader ve srovnani s intaktnimi zvifaty. Porovna-
nim frekvenci mikrojader po podani testované latky a kontrolnich latek byl
ziskan zakladni udaj o mutagenni aktivit¢ testované¢ho vzorku. Statistické
hodnoceni vysledki mikronukleus testu bylo provadéno #-testem na 5% hla-
diné vyznamnosti. V tabulkach je statisticky vyznamné vy$si frekvence poc-
tu mikrojader oznacena ve sloupci mutagenita vyrazem — (nemutagenni),
pfip. + (mutagenni).

VYSLEDKY

Primé€mé hodnoty spontannich revertant (NK — negativni kontrola) u kme-
ne S. typhimurium TA98 byly 32,3 + 7,2 bez metabolické aktivace a s meta-
bolickou aktivaci 38,6 + 8,5. U kmene S. typhimurium TA100 byly primérné
hodnoty spontannich revertant 133,7 + 26,3 bez metabolické aktivace
a 158,6 + 27,0 s metabolickou aktivaci (NK). Primémé pocty revertant tes-
tovanych latek ve vSech sledovanych koncentracich a hodnoty koeficientu K
Jjsou uvedeny v tab. L.

o-angelikalakton nevykazoval u obou kmenii v Amesové testu Zidnou mu-
tagenni aktivitu ani s metabolickou aktivaci, ani bez ni. V koncentraci
50,0 pg zpisoboval u kmene TA100 bez metabolické aktivace inhibici déle-
ni. Koncentrace 10,0 pg indukovala u kmene TA100 bez metabolické ak-
tivace mirné, statisticky nevyznamné zvyS$eni poétu reverznich mutaci
proti negativni kontrole.

Extrakt z kofene Archangelica officinalis nevykazoval u obou kment
v Amesov¢ testu Zadnou mutagenni aktivitu ani s metabolickou aktivaci, ani

bez ni. Rovnéz statisticky nevyznamné byly rozdily ve frekvenci revertant
mezi obéma kmeny.

Juglon — nejvy$si sledované koncentrace mély vyrazny toxicky efekt
u obou testovacich kmemi bez metabolické aktivace. Koncentrace 0,5 pg indu-
kovala u kmene TA100 bez metabolické aktivace statisticky vyznamné zvyseni
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L. Pocty revertant u kmenl TA98 a TA100 Salmonella typhimurium po ovlivnéni a-angelicalaktonem, extraktem z kofene Archangelica
officinalis, juglonem, extraktem z kvétenstvi Humulus lupulus, emodinem, hypericinem a psoralenem — Counts of revertants in strains
TA98 and TA100 of Salmonella typhimurium after exposure to the effects of o-angelicalactone, extract from Archangelica officinalis root,

juglone, extract from the heads of Humulus lupulus, emodin, hypericin and psoralene

Dévka

Kmen® S. typhimurium TA98

Kmen S. typhimurium TA100

Testovana latka' m g/misku]2 -S9 +89 -89 +89
it | 2| o L | covernts |55 i £ | £
50,0  |[toxickyefekt’| - | 41,5+10,4 | 1,0 |toxicky efekt | - 191,2+73,9 1,2
o-angelikalakton 10,0 255+57 | 1,0 | 49,2+50 | 1,2 |2826+862| 1,9 181,0 + 44,4 14
5,0 282+77 | 1,1 | 447+49 | 07 |153,8+39,0| 1,0 164,0 +27,8 1,0
Fxtiakt z kofenied 50,0 20,1+28 | 1,0 | 249+26 | 09 |2083+229] 13 270,0 77,1 1,3
Archangelica 10,0 233+22 | L1 | 29,1460 | 1,1 [2230431,7| 13 | 2368+21,1 1,2
officinalis

5,0 209+37 | 1,0 | 30253 | 1,1 |201,0+384 | 12 230,2 + 22,4 1,1
1,0 toxicky efekt [ - | 27,7£156 | 0,6 |toxicky efekt | - 255,7+ 56,6 1,4
- 0,5 133+0,5 | 0,5 | 33,022 | 0,7 |3656+590| 23 189,3 + 36,5 L1
0,1 225+22 | 0,8 | 423+78 | 09 |1542+588 | 1,0 187,5+32,8 1,0
0,05 22,7497 | 0,8 | 445+33 | 1,0 |1748+764 | 1,1 194,5 + 38,4 1,1
50,0 244+24 | 1,0 | 32,645 | 1,0 | 1150%12,1 | 09 123,9+5,1 0,9

Extrakt z kvétenstvi
Humulus lupulus 10,0 22,7+34 | 09 | 33,773 | 1,0 | 1186+96 | 0,9 128,8+ 10,8 1,0
5,0 21,4+3,5 | 09 | 33,050 | 1,0 [1163+10,0| 0,9 125,41 6,1 0,9
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Pokr. tab. I — Table I to be continued

Kmen® S. typhimurium TA98 Kmen S. typhimurium TA100
Testovani litka' [u;;j:;ulz —89 +89 -89 +89

reszftztnt‘ K rel\)/:ft.:nt K rex\)r(::‘:atnt = rel:'Zf‘teatnt X
50,0 40,8+97 | 1,0 | 680+103 | 1,1 | 1444125 1,0 | 1790113 1,0
Emodin 10,0 46,6+80 | 1,1 | 57,7108 | 09 |1593+200 | 1,1 183,0+7,5 1,0
5,0 457+77 | 1,1 | 69,652 | 1,1 | 163391 [ 11 194,6 +7,7 1,1
50,0 337+10,5 | 1,0 | 473+137 | 1,0 | 1587+41,7 | 1,0 | 179,9+40,2 0,9
Hypericin 10,0 369+93 | 1,1 | 509+10,1 | 1,1 |157,0£596 | 0,9 177,2+39,4 0,9
5,0 37067 | 1,1 | 5414129 | 1,2 [1704+46,1 | 1,0 | 190,4+521 0,9
100,0 46,1+139 | 1,1 | 523463 | 09 |1545+226| 1,0 | 179,4+295 0,9
10,0 438+87 | 1,1 | s83+11,8 | 1,0 16124239 | 1,0 | 1667£335 0,8
mla 1,0 £3.0+79 | 11 | 5727+127 | 1,0 | 15224267 | 09 | 1748+289 0,9
0,1 440+77 | 1,1 | s68+72 | 1,0 [151,1£330] 09 | 163,9+298 0,8
0,01 40,0+78 | 1,0 | 480+89 | 08 [1533+187| 1,0 | 1656+339 0,8

— 89 = bez metabolické aktivace S9 frakei jaterniho homogenétu — without metabolic activation of S9 fractions of liver homogenate

6LT

+89 = s metabolickou aktivaci S9 frakci jaterniho homogenatu — with metabolic activation of S9 fractions of liver homogenate
K = pomér Getnosti indukovanych a spontdnnich revertant — ratio of induced and spontaneous revertants

ltested substance;zdose (mg/dish); 3strain; 4revertant counts; stoxicity effect
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poCtu reverznich mutaci proti negativni kontrole. Ve vSech ostatnich pfipa-
dech nedoslo ke statisticky vyznamnému zvySeni poCtu revertant proti nega-
tivni kontrole.

Extrakt z kvétenstvi Humulus lupulus v Zadné z testovanych davek nevy-
kazoval v Amesové testu mutagenni aktivitu ani s metabolickou aktivaci, ani
bez ni. Rovnéz statisticky nevyznamné byly rozdily mezi frekvenci revertant
u obou kmeni.

RovnéZ u emodinu nebyly zjistény v Amesové testu u obou kmenii Zadné
mutagenni u¢inky s metabolickou aktivaci ani bez ni. RovnéZ statisticky ne-
vyznamné byly u obou kmenii rozdily mezi frekvenci revertant.

Hypericin rovnéZ neindukoval zadné statisticky vyznamné zvySeni poctu
revertant s metabolickou aktivaci ani bez ni u obou kmenu S. fyphimurium.
Statisticky nevyznamné byly rozdily mezi frekvenci revertant u kmeni TA98
a TA100.

Psoralen neindukoval v Zadné z testovanych koncentracich statisticky vy-
znamné zvySeni poCtu revertant s metabolickou aktivaci ani bez ni u obou
kmeni S. typhimurium. RovnéZ statisticky nevyznamné byly rozdily ve fre-
kvenci revertant mezi kmeny TA98 a TA100.

Mikronukleus test

Primérné zjisténé poéty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech
kostni dfené u kontrolnich skupin zvifat byly 2,9 + 1,6 (7% DMSO)a2,2 + 1,5
(olivovy olej). Rozdily mezi samci a samicemi byly statisticky zhodnoceny
a ani v jednom piipadé nebyly zjisté€ny statisticky vyznamné rozdily mezi
obé&ma pohlavimi. Rozdily nebyly statisticky vyznamné na hladiné vyznam-
nosti o = 0,01. Uvedené vysledky jsou primémymi sumarnimi vysledky za
obé pohlavi. Zjisténé rozdily mezi testovanymi latkami a kontrolnimi skupi-
nami byly hodnoceny ¢-testem pfi hladin€ vyznamnosti o = 0,05.

o-angelikalakton indukoval ve vSech testovanych ddvkach (0,14, 0,28, 1,4,
2,1 a 2,8 g/kgtélesné hmotnosti) a v obou sledovanych ¢asovych intervalech
(48 a 72 h po podani) statisticky vyznamné zvy3Senou frekvenci mikrojader
ve srovnani s kontrolni skupinou.

Extrakt z kofene Archangelica officinalis naopak neindukoval statisticky
vyznamné zvy$enou tvorbu mikrojader u Zidné skupiny zvifat ani u jedné
z testovanych davek (0,22, 1,1 a 1,6 g/kg télesné hmotnosti) a v Zadném
z obou sledovanych ¢asovych intervali. Vy$si koncentrace indukovaly nizsi
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poc¢ty mikrojader. Primérné pocty mikrojader indukované nejvyssi koncen-
traci (1,6 g/kg té€lesné hmotnosti) se téméf neliSily od dolni hranice kontrolni
skupiny

Juglon indukoval statisticky vyznamné zvyS$enou frekvenci mikrojader po-
uze u nejvyssi z testovanych davek (0,08 g/kg ), a to v obou sledovanych
¢asovych intervalech.

Extrakt z kvétenstvi Humulus lupulus indukoval statisticky vyznamné zvy-
Senou frekvenci mikrojader 48 h po poddni pouze u nejniz8i davky
(0,018 g/kg). Po 72 hodinich se frekvence mikrojader vyznamné zvy$ila
u skupin zvifat, jimzZ byly podany davky 0,185 a 0,018 g/kg (nejvyssi a nej-
niz$i). U ostatnich skupin zvifat se frekvence mikrojader statisticky vyznam-
né neliSily od frekvence mikrojader kontrolni skupiny.

Emodin indukoval statisticky vyznamné zvy$enou frekvenci mikrojader
48 h po podani u dvou davek (0,015 a 0,007 g/kg télesné¢ hmotnosti), zatimco
u tfeti, nejnizsi (0,0038 g/kg), se frekvence mikrojader statisticky vyznamné
neliSily od frekvence mikrojader kontrolni skupiny. Po 72 hodinach se fre-
kvence mikrojader vyznamné zvy$ila u v8ech skupin zvifat (jimz byly poda-
ny davky 0,015, 0,007 a 0,0038 g/kg).

Hypericin indukoval ve v8ech testovanych davkach (0,008, 0,004 a 0,002 g
na 1 kg télesné hmotnosti mysi) a v obou sledovanych ¢asovych intervalech
(48 a 72 h po podani) statisticky vyznamné€ zvySenou frekvenci mikrojader
ve srovnani s kontrolni skupinou.

Psoralen byl testovan 24 h po podani pokusnym zvifatim. Indukoval sta-
tisticky vyznamné zvySenou tvorbu mikrojader u vSech testovanych davek
(0,02, 0,04 a 0,08 g/kg).

Primérné hodnoty mikrojader v polychromatofilnich erythrocytech
kostni dfené vSech testovanych latek a mutagenni aktivita jednotlivych da-
vek jsou shrnuty v tab. II.

DISKUSE

V fad€ praci je popsdna mutagenni aktivita angelicinu, zejména ve vztahu
k UV zifeni (UVA). Kromé fotosenzibilizace vyvolava zvysené riziko vys-
kytu koznich nadori (Pierceal et al., 1992; Koch et al., 1994). Salik-
hova et al. (1993) sledovali efekt vodniho i lihového extraktu z rostliny
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II. Pocty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech kostni dfené po ovlivnéni extraktem
z kofene Archangelica officinalis, a-angelikalaktonem, juglonem, extraktem z kvétenstvi Hu-
mulus lupulus, emodinem, hypericinem a psoralenem — Count of micronuclei in polychromato-
philic erythrocytec of bone marrow after influence with extract from Archangelica officinalis root,
o-angelicalactone, juglone, extract form Humulus lupulus, emodin, hypericin and psoralene

Davka® Pocty Mutagenitzf1 Davka Pocty Mutagenita
Testovand litka' | (&8 1|mikrojader® | (p=0,05) | [gkg™] | mikrojader | (p=0,05)
po® 48 h po72h
Archangelica 1,6 0,9%1,0 i 1,6 1,7+ 1,5 -
Ofﬁcinalig 1,1 1,4+0.8 - 1,1 | 25+1,4 -
— extrakt
022 | 1,6+1,4 - 0,22 | 3,0+20 -
2,1 | 65+23 + 2,1 8,0+2,9 +
-ingelikalaiion 1,4 | 58+3,0 + 1,4 | 7,8+29 +
0,28 | 7,5+2,3 - 0,28 | 85+18 +
0,14 | 6,0+24 + 0,14 | 73+338 +
80,0 | 43+19 + 80,0 | 43+23 +
Juglon 40,0 | 3315 - 40,0 | 29+1,7 -
200 | 3,7+22 - 20,0 | 35+1,5 -
1850 | 2.8+1,7 - 1850 | 55+25 +
Humulus lupulus
haavalt 920 | 32%15 - 92,0 | 2,8+1,5 -
18,0 3,9+13 + 18,0 4015
15,0 40+1,7 + 15,0 46+1,7 +
Emodin 70 | 40+1,7 i 70 | 54+15 +
3,8 k% ‘3,8 | 55+2,0 +
80 | 63+25 + 80 | 51%26 +
Hypericin 40 45+1,5 + 4,0 51+£24 +
20 | 63%2,0 + 20 | 49+29 +
80,0 | 60+18 + - - -
Psoralen 40,0 5,7+2.4 + = = =
200 | 48+13 + - - -

ltested substance; 2dose; >counts of micronuclei; *mutagenicity; Sextract from Archangelica
officinalis root; ®after
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Angelica archangelica mikronukleus testem za pouZiti thio-TEPA jako mu-
tagenu a prokazali jejich antimutagenni u¢inky. Z naSich vysledki vyplyva,
ze extrakt kofene andéliky Archangelica officinalis v pouZzitych testovacich
systémech nejevil mutagenni aktivitu ani v Amesove testu, ani pfi pouZiti
mikronukleus testu.

Podobné jako u jinych rostlinnych latek, je téZ u andéliky pozorovan rozdil
v mutagennim efektu lihového extraktu (tinktury) a extraktu vodniho (infu-
sum). Jde o rozdilny podil latek pfechazejicich ze suché drogy do roztoku.
Andélikova tinktura vykazuje niZ§i mutagenni aktivitu neZ infusum. Takeé pfi
stejném mnoZstvi angelicinu v rizném prostiedi jsou pozorovany rozdily
v uCinku (Goéggelmann, Schimmer, 1986). V testech s kmeny TA104
a TA102 se ukazuje angelicin jako oxidativni mutagen (Koch et al., 1996).

Hypericin je moZné povaZovat za mutagenni ze sledovani, pfi némz jsme
pouzili mikronukleus test. V na$ich vysledcich nevykazuje hypericin pii
Amesové testu mutagenni aktivitu. Tyto vysledky neodpovidaji ndleziim,
které uvadéji Géggelmann aShimmer (1986), ktefi prokazali u TA98
a TA100 s metabolickou aktivaci i bez ni u hypericinu silny mutagenni efekt.

Vysledny efekt hypericinové tinktury a extraktu miiZze byt rozdilny podle
podilu latek, které piechazeji do té€chto roztoku. Neékteré latky piitomné v ex-
traktu nebo v tinktufe mohou ovlivnit genotoxicitu hypericinu. Jedna se pfe-
devim o kvercetin, ktery ackoliv sim vykazuje pomémé silnou mutagenni
aktivitu a je povaZovan za karcinogen (Pamuku, Yalciner, 1980), miZe
pusobit jako antimutagen a antikarcinogen v interakci s jinymi latkami
(Ogawa etal,, 1985). RovnéZ Schimmer et al. (1994) povazuji za hlavni
sloZzku mutagenni aktivity hypericinové tinktury kvercetin.

U hypericinu jsou Casto prokazovany antikarcinogenni u¢inky. Hypericin
pusobi antiproliferacné (Samel et al., 1996) a sniZuje aktivitu epidermalni-
ho ristového faktoru (EGF-R) (Richter, Davies, 1995; Vandenbo-
gaerde etal., 1996).

V naSich vysledcich vykazoval juglon ve vys$$ich koncentracich v Ameso-
ve testu cytotoxicky efekt. Niz8i koncentrace u TA100 bez metabolické akti-
vace S9 vyvoladvala vyrazné zvySeni po¢tu reverznich mutaci. Tyto vysledky
odpovidaji charakteru u€inku juglonu jak v cytotoxicité, tak v indukci vol-
nych kyslikovych radikali. Ve sledovani, pfi némz jsme pouZili mﬂ(ronukle-
us test, byla mutagenni aktivita juglonu na hranici vyznamnosti.
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Extrakt ze samc¢iho kvétenstvi chmelu ota¢ivého (Humulus lupulus) pii
sledovani mutagenni aktivity u TA98 a TA100 s metabolickou aktivaci i bez
ni, se jevi jako slaby mutagen (G6ggelmann, Schimmer, 1994). Podle
naSich vysledku se extrakt chmele zd4a byt nemutagenni. Pii sledovani v mik-
ronukleus testu vykazoval chmelovy extrakt slabé mutagenni ucinky, a to
1 pfi niz8ich koncentracich. Jsou prokazovany také antikarcinogenni u¢inky
humulonu (Yusukawa etal., 1995).

V fadé€ praci byly u emodinu prokazovany u¢inky antimutagenni a antikar-
cinogenni. Su et al. (1995) pozorovali inhibici mutagenni aktivity a tvorby
DNA addukti po pisobeni 1-nitropyrenu. Mnohé prace vSak mutagenni ak-
tivitu emodinu neprokazuji (Sanders et al.,, 1992; Heidenmann et al.,
1993). V nasich vysledcich se emodin zda byt v mikronukleus testu jako mu-
tagenni, coZ odpovida vysledkum, které uvadéji Krivobok et al., (1992).
V Amesové testu pii naSem sledovani nebyla zjiSténa mutagenni aktivita
emodinu, coZ se shoduje s vySe uvedenymi pracemi (Su et al., 1995; San-
ders etal,1992; Heidenmann et al., 1993).

Zaver

Vysledky sledovani pfirodnich latek prokazuji, Ze je mozné v fadé druhi
rostlin, at’ pozivanych jako zelenina, nebo jako kofeni Ci 1é€ivé byliny, pred-
pokladat vyskyt latek vykazujicich mutagenni aktivitu za podminek in vivo
1in vitro.

V nékterych pfipadech jsou pozorovany rozdily v mutagenni aktivité izo-
lovanych latek a extrakti ¢i vyluhi z celych rostlin nebo jejich ¢asti, kofene,
listi, semen apod. V téch piipadech zavisi vysledny efekt na podilu dal§ich
latek v extraktech nebo vyluzich a na jejich aktivité, ktera miZe antimutagen-
nim pisobenim potlacit vliv mutagenni latky, zejména pokud se vyskytuje
v nizké koncentraci, nebo naopak jeji ucinek zvy3ovat, je-li pfitomna v ex-
traktu ¢i vyluhu dalsi latka potencujici mutagenni efekt. Za priklad mize
slouzit kvercetin v kombinaci s hypericinem.

Dal$im vyznamnym biologickym jevem je skuteCnost, Ze mnohé latky
v zavislosti na podminkach se mohou chovat rizné. Mohou se projevovat
jako mutagenni nebo antimutagenni, pfipadné€ bez prokazatelného pozitivni-
ho ¢i negativniho mutagenniho efektu. Zde zalezZi nejen na kombinovaném
ucinku jednotlivych latek, ale i na vlivu ¢asu. Faktor ¢asu nevystupuje pouze
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v dobé, po kterou dana latka piisobi, ale i v okam-

ziku, kdy ta ktera latka zacne pusobit. V tom lze spatfovat obdobu vzajemné-
ho puisobeni inicidtori a promotori ve vicestupiiovém karcinogennim proce-
su, kdy Casto rozhoduje pofadi v nastupu efektu.

Vysledky sledovani pfispély do mozaiky risk assessement — hodnoceni ri-
zika pfivodu mutagennich latek do lidského organismu. Poukézaly i na nut-
nost brat pfi hodnoceni zdravotni bezpe¢nosti a zdravotniho rizika v ivahu
vyskyt téchto liatek a mozZnost jejich piivodu do lidského organismu a také
davaji podnéty pro risk management — omezeni pouziti nékterych latek do
potravnich dopliiki, zejména pro déti, pfipadné cilené sniZovani obsahu 1a-
tek rostlinného puvodu vykazujicich mutagenni aktivitu v pfipravcich pro
béZné pouZiti.
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CHROM A NIKEL VO VYROBNOM PROCESE SYROV

Chromium and Nickel in Production Process of Cheeses
Madria KORENOVSKA, Patricia ZAUSKOVA

Food Research Institute, Bratislava, Slovak Republic

Abstract: The distribution of chromium and nickel was studied in different frac-
tions of cow’s milk, obtained after fractionation by centrifugation and coagulation
with enzyme for curdle. 7,6% of chromium, 8% of nickel went to the cream, 36%
of chromium, 47% of nickel went to the casein and whey contained 57% of chro-
mium, 43% of nickel. The technological process of hard cheeses and processed
cheeses was studied in dairies at Zvolen and Senica. This study confirmed the
influence of cumulation of metals in particular fractions and reality a of new hy-
gienic limit for category “dairy products® 0,50 mg/kg for Cr and Ni.

chromium, nickel, distribution; fraction; milk; cheese; production process of cheeses

Abstrakt: V praci je sledovana distribicia chromu a niklu v jednotlivych frak-
ciach mlieka, ziskanych frakcionaciou pomocou odstred’ovania a zraZania syrid-
lom. V smotane bolo nameranych 7,6 % chromu, 8 % niklu, v kazeine 36 %
chrému, 47 % niklu a v srvatke 57 % chromu, 43 % niklu. Sledovany je vyrobny
proces tvrdych a tavenych syrov v mliekarni Zvolen a Senica, ktory potvrdil
vplyv kumulacie kovov do jednotlivych frakcii a redlnost nového hygienického
limitu pre kategoériu , mliecné vyrobky* 0,5 mg/kg pre chrom a nikel.

chrom; nikel; distribucia; frakcionacia; mlieko; syry; vyrobny proces syrov

Monitorovanim obsahov chromu a niklu v mlie¢nych vyrobkoch v rokoch

1995 a 1996 sme zistili, Ze tvrdé a tavené syry maji najvyssi obsah tychto
prvkov a prekracuju platny hygienicky limit. Preto sme sa zamerali na sledo-
vanie chromu a niklu vo vyrobnom procese syrov s ciel'om zistit’, i je realne
postaveny hygienicky limit pre mnoZstvo chromu a niklu. V predchadzajuce;j
praci sme sledovali distribiciu chromu a niklu pri kyslom zrazani (Kore-
fovska etal, 1997), ale nakol’ko v technologickom procese vyroby syrov
sa pouZiva CastejSie zraZanie syridlom, v tejto praci sledujeme obsah Cr a Ni
vo frakciach vzniknutych vyzrazanim syridlom.
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Syry sa vyrabaju z mlieka, ktoré pochadza od zdravych, dobre Zivenych
dojnic. Mlieko s nevhodnym zloZenim, ktoré je Casto zapri¢inené zapalmi
vemien dojnic, ma zniZzeny obsah kazeinu, kyseliny fosfore¢nej a vapnika, o
staZuje syrenie a syrenina je vel'mi mikka. Mlieko nesmie mat’ zvySenu kys-
lost’ ani vysoky pocet mikroorganizmov. Podl'a naSich technologickych po-
stupov sa mo6zu vsetky druhy syrov vyrabat’ len z pasterizované¢ho mlieka,
kde je povolena kratkotrvajica pasterizacia pri teplote 75 °C po dobu 30 s.
Pri vyrobe syrov s vysokodohrievanou syrovinou s tvorbou 6k v ceste
(ementalsky, moravsky bochnik) sa do mlieka pridavaji termofilné baktérie
kultary Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus a Lactobacil-
lus lactis a propionové baktérie, ktoré su podmienkou spravnej tvorby 6k. Pri
vyrobe kyslych a Cerstvych syrov sa mlieko zraza bud’ vplyvom kyseliny
mlie¢nej vytvorenej z laktézy mlieCnou fermenticiou, syridlovym enzymom
chymozinom (najmé tvrdé syry), alebo pésobenim obidvoch faktorov
v roznych vzijomnych pomeroch (ostatné syry). Mlieko sa zraza v syrar-
skych vaniach a kotloch s duplikatorovymi stenami, ktoré sa mézu vy hrievat’
teplou vodou, resp. ochladzovat. Podl'a pouZitej teploty, vytvorenej kyseliny
mlie¢nej a pridaného mnoZstva syridla trva zraZanie 1/2 aZ 2 hodiny. Mlieko
zrazené na tuhu, géloviti hmotu sa pokrdja na kocky a drobi na zrno. Od
velkosti zrma zavisi, kol'’ko srvatky sa uvol'ni. Pri vyrobe Cerstvych syrov sa
spracovanie kon¢i na tomto stupni. Pri vyrobe tavenych syrov sa vyuZiji vSe-
tky syry, ktoré su chut'ovo bezchybné, ale nevyhoveli po vzhl'adovej stranke.
Tieto sa rozomelu a dobre premies$aju. MieSanim prirodnych syrov rozneho
stupiia zrelosti sa ziskavaji najlep§ie zmesi, pretoZe topiace vlastnosti zavi-
sia od stupiia zrelosti suroviny. Topenie je najdoleZitejSia faza vyrobného
postupu. Topiace soli sa priddavaji do varného kotla. Teploty topenia sa po-
hybuju pri platkoch okolo 90 °C, pre rozotieratel'né vyrobky dosahuju az
130 °C. Vsetky zariadenia pouzivané pri vyrobe (vane, lisy, formy) su z ne-
hrdzavejucej ocele, anodového hlinika alebo plastov (Drdak et al., 1996).
Schéma technologického procesu vyroby syra je na obr. 1.

MATERIAL A METODY

Na prirodzenu distribuciu chromu a niklu v mlieku sme pouzili mlieko od-
obrané z rol'nickych druzstiev okresu Banska Bystrica v mesiaci januar 1996.
Priememé fyzikalno-chemické hodnoty mlieka: tuk 4,0 %, kyslost’ 6,5° SH,
BTS 8,81 %.
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Na meranie mnoZstva Cr a Ni sa pouzil atomovy absorpény spektrometer
Perkin Elmer 4100 s grafitovou kyvetou HGA 700 po predchadzajucej mine-
ralizicii mokrou cestou v mikrovlnom systéme Milestone MLS 1200 MEGA

1. Technologicky proces vyroby syra — Technological process production of cheese

oGistené surové mlieko!

odstredené mlieko, 3 | Mt .
resp. smotana”’ » Standardizicia” —— nadbytok smotany

o 5.3
. P t
teplo, chladenie?!

syn'dlo22 zrazanie’
218

syrovina

drobenie, zohrievanie, formovanie® —_— srvitka’

il 1a

cerstvy syr

lisovanie’

kuchynska sor'? s+ solenie'!

: < 12 zrenie'* zrenie' % eltiopu il
zrenie kultiry Y5 000 A B 816 klimatizicia
Klimatizdcial® (mikky syr°) (tvrdy syr™)

balenie'’ obracanie'®

ofetrovanie'’
soncnti s 15 16
miikky syr tvrdy syr

Ipurified raw milk; 2standardization of milk; 3pasteurization; 4precipitation; Scurds; 6spalling,
warming, moulding; "whey; ®fresh cheese; %pressing; '%salt; !!salting; '?seasoning of culture;

Bconditioning; 'seasoning; soft cheese; 'Shard cheese; "packing; ®turn over !*treatment;
20gkim milk, cream respective; 2'hz:at, cooling; 22enzyme for curdle; 23surplus of cream
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(ndvazka 1,0 g, mineralizatna zmes 3,5 ml HNO; konc. a 0,5 ml H,0,). V3e-
tky pouzité chemikalie boli Cistoty p.a. a Suprapur (Merck), voda bola dva-
krat destilovana. Metdda stanovenia Cr a Ni je internou metédou
akreditovaného ski$obného laboratéria VUP.

Podmienky merania na GF-AAS:

kov Cr Ni
vlnova dizka (nm) 357,9 232,0
prid na vybojke (mA) 25 25
$trbina (nm) 0,7 0,2
teplota atomizicie (°C) 2300 2 400

Signal sa vyhodnotil metddou kalibradnej krivky z absorbancie vy3sky piku
pre nikel a z absorbancie plochy piku pre chrém.

Kombinovana neistota merania () pre Crje 8,6 % a pre Ni je 14 %. Med-
za stanovenia je pre chrom 0,006 mg/kg a pre nikel 0,006 mg/kg.

Metoda stanovenia chromu a niklu bola kontrolovana na referencnom ma-
teriali Green algae SMU P-ACHK s certifikovanou hodnotou Cr = 2.4 mg/kg
a referenénom materiali Lucerna SMU P-ALFALFA s certifikovanou hod-
notou Ni = 2,54 mg/kg, nakolko pribuzny referenény material s deklarova-
nym obsahom Cr a Ni sme nemali k dispozicii.

Postup frakcionacie

Frakcionécia mlieka sa robila v laboratornych podmienkach. Surové mlie-
ko sa premieSalo, zvazilo 500 g a odobralo na stanovenie obsahu Cr a Ni.
Potom sa odstredilo na odstredivke pri 5 000 ot. po dobu 10 minit. Smotana
sa oddelila od odstredeného mlieka a zvazila. Odstredené mlieko sa ohrialo
na teplotu 28-34 °C, pridalo sa 0,5 ml syridla a vSetko sa premieSalo. Mlieko
sa nechalo odstat, kym nevznikol rovnomerny gél. Tento sa prelial cez gazu
a nechala sa odtiect’ srvdtka. Vytvoril sa tuhy a pruzny gél, ktory sa zvazil na
druhy den, aby sa lepSie oddelila srvatka. Z frakcii sa navazilo 0,5-2 g,
pridala sa mineraliza¢na zmes 3 ml koncentrovana HNO; a 0,5 ml H,0, a po
zmineralizovani v mikrovinnom rozkladnom systéme sa obsah kvantitativne
preniesol do 10ml odmernych baniek, doplnil destilovanou vodou po rysku
a zmeral. Syridlo obsahovalo 0,05 mg Ni a 0,004 mg Crv 1 kg.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané obsahy chrému a niklu si uvedené v tab. I. Obsah chromu vo
frakciach je priblizne rovnaky ako pri kyslom zraZani, ale obsah niklu sa
zmenil. V smotane bol tieZ priblizne rovnaky 8 %, ale v kazeine bol zvySeny
na 47 %. V srvatke sa znizil na 44 %. V predchadzajicej praci (Korefiov-
ska etal., 1997) sme vypocitali, Ze pri danej kumuldcii Cr a Ni vo frakciach
mlieka nie je moZné z mlieka, ktoré spitia platny hygienicky limit, vyrobit
vyrobok, ktory by nemal nadlimitny obsah. Toto nase tvrdenie bolo dokaza-
né na vzorkach odobratych z vyrobného procesu syrov v mliekdrnach Zvolen
(v juni 1996) a Senica (v januari 1996) — tab. II-1V.

I. Distribucia chromu a niklu v mlieku — Chromium and nickel distribution in milk

1 Chrém’ Nikel®
Nizov frakcie
m [mg/kg] | X [hmot. %] m [mg/kg] x [hmot. %)
Mlieko? 0,017 100 0,018 100
Smotana’ 0,027 7.6 0,027 8
Odstredené mlieko” 0,017 88 0,018 92
Srvitka® 0,008 47 0,010 44
Kazein® 0,048 40 0,068 47

m = priememny obsah kovu vo frakciach z troch stanoveni — average of metal content in fractions
from three determinations

X = priememn4 hodnota percentualneho obsahu kovu v jednotlivych frakciach mlicka — average
value of metal percentage content in different milk fractions

Ifraction name; 2milk; 3cream; 4skim milk; swhey; 6 casein; 7chromium; &hickel

Z nameranych obsahov chromu a niklu v mlieku, syridle, v soli, syroch
a obaloch vidiet’, Ze aj ked’ vstupna surovina obsahovala podlimitné mnoz-
stvo Cr a Ni, vyrobky z nej vyrobené boli na hranici platného hygienického
limitu, alebo ho prekro¢ili. Syridlo vzhI'adom na obsah Cr a Ni nekontamino-
valo syry. V Senickej mliekdrni obsah niklu bol relativne vyssi v pouZiva-
nych soliach, ale vzhl'adom na malé mnoZstvo soli, ktoré sa vo vyrobnom
procese syrov spotrebuje, nemodze vyrazne ovplyvnit’ obsah chromu a niklu.
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II. Vyrobny proces Eidamskej tehly (mliekdrefi Senica januar 1996) — Production process of
Eidam (Senica dairy in January 1996)

Nazov vzorky] m, [mg/kg] my; [mg/kg]
Surové mlieko® 0,023 0,020
Syridlo® 0,042 0,059
Soli 0,072 0,259
Eidamski tehla I’ 0,096 0,231
Eidamska tehla I1° 0,088 0,167
Umelohmotny obal I7 0,392 0,316
Umelohmotny obal g 0,355 0,114
Umelohmotny obal i 0,825 0,262

Vysvetlivky k tab. II-IV — Explanation for Table II-IV
m,; = priemerny obsah niklu vo vzorkich - average nickel content in samples
m, = priemerny obsah chrému vo vzorkich— average chromium content in samples

name of sample; “raw milk; enzyme for curdle; %salts; cheese Eidam I; Scheese Eidam II;

PE pack I; ®PE pack II; °PE pack III

III. Vyrobny proces Eidamskej tehly a Moravského bochnika (mliekérefi Zvolen v jini 1996)
— Process production of Eidam and cheese Moravsky bochnik (Zvolen dairy in June 1996)

Nazov vzorkyl m., [mg/kg] my; [mg/kg]
Surové mlieko’ 0,013 . 0,007
Syridlo® 0,021 0,017
Soli? 0,031 0,073
Eidamski tehla I’ 0,133 0,159
Eidamski tehla I1° 0,142 0,333
Umelohmotny obal I’ 0,385 0,361
Umelohmotnyobal IT® 0,355 0,114
Moravsky bochnik I° 0,239 0,198
Moravsky bochnik IT'° 0,119 0,231
Umelohmotny obal'! 0,237 0,163

Iname of sample; Zraw milk; 3enzyme for curdle; salts; >cheese Eidam I; °cheese Eidam II;
"PE pack I; ®PE pack II; *cheese Moravsky bochnik I; '°cheese Moravsky bochnik IT; ''PE pack
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IV. Vyrobny proces tavenych syrov (mliekarefi Zvolen v juni 1996) — Production process of
processed cheeses (Zvolen dairy in June 1996)

Nazov vzorkyl m, [mg/kg] my; [mg/kg]
Milieko z bazénu® 0,008 0,006
Syridlo® 0,021 0,017
Soli* 0,031 0,073
Chrenik taveny syr’ 0,107 0,166
Jana taveny syr® 0,152 0,221
Bylinkovy syr’ 0,182 0,111
Syrovit sitvorcovy’8 0,198 0,128
Syrovit obdiznikovy’ 0,152 0,050,
Syrokrém §tvorcov5l'° 0,100 0,025
Syrokrém obdiznikovy ! 0,140 0,027
Sen taveny syr' > 0,188 0,108
Janosik'? 0,194 0,435

lname of sample; 2adjustc:d milk; 3c:nzymc for curdle; *salts; >cheese ,,Chrenik*; Scheese , Ja-

na*; "cheese with herbs; 5cheese Syrovit I, cheese Syrovit II; 0¢cheese Syrokrém I; Ucheese
Syrokrém II; 12cheese Sen; 3cheese Janosik

Relativne vysoké obsahy tychto kovov boli v umelohmotnych obaloch.
V tomto pripade ale nepredpokladdme migraciu Cr a Ni do vyrobkov vzhl'a-
dom na kratku trvanlivost’ syrov.

Vyrobné zariadenie taktieZ zohrdva déleZitu ulohu v stanoveni findlnych
koncentricii stopovych elementov v produktoch. Hladiny elementov ako st
Cr a Ni m6zu byt ovplyvnené kovovymi materidlmi, s ktorymi mlieko
a medzi produkty vyroby syrov prichadzaju do kontaktu (Coni et al., 1994).
Ulohu tu mdZe zohrat' aj obdobie, v ktorom st syry vyrobené (Coni et al.,,
1995), ale v naSom pripade pri stanovovani obsahu chromu a niklu vo vyrob-
koch a mlieku sa to nepotvrdilo. Z naSho pohl'adu tu najddlezitej$iu ulohu
zohrava distribucia kovov do jednotlivych frakcii mlieka.

Zaver

Vysledky tejto prace potvrdili opodstatnenost’ vzniku novej kategorie
,mlieCne vyrobky“ a redlnost’ nového hygienického limitu 0,50 mg/kg pre
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chrém a nikel, ktory je publikovany vo Vestniku MZ SR 1996, Ciastka 9-13,
a platny od 15. 6. 1996.
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PREHLEDY

LYSOZYM - ZAJIMAVA BILKOVINA

Miroslav JANKOVSKY, Ludmila STASZKOVA, Jaroslav HOLOUBEK"

Ceskd zemédélskd univerzita v Praze — Agronomickd fakulta, Katedra chemie
a 'Katedra chovu prasat a dribeze, Praha-Suchdol, Ceskd republika

Mezi jednotlivymi dosud charakterizovanymi sloZkami vaje¢ného bilku, pfesné&ji
jeho- albuminového podilu, zaujima lysozym, jinak nazyvany muramidasa (E.C.
3.1.2.9 ) vyznacné postaveni. Byl objeven A. Flemingem v roce 1922 v nosnim hlenu
a brzy nato v mnoha dalSich télesnych sekretech, ve sleziné (zejména hovézi) a ve
vaje¢ném bilku, kde je obsaZen ve zna¢né koncentraci. Je to zejména zna¢na variabi-
lita jeho zdroju (mist produkce) u ptaki a savci, dnes jiZz podrobna znalost jeho
struktury a vysoka lyticka aktivita, ktera z né&j ¢ini vysoce zajimavou slouceninu.
O jeho vyuziti byly ¢inény mnohé pokusy, které omezuje jen jista nesnadnost jeho
izolace ze zakladniho zdroje — vajec.

Zakladni charakteristika a vlastnosti

Retézec molekuly albuminového lysozymu je sloZen ze 129 aminokyselin propo-
jenych ¢tyfmi disulfidovymi mustky. Molekulu lysozymu lze formalné rozdélit na
dvé stejné velké, avsak sloZenim rozdilné casti. [zoelektricky bod nestépené molekuly
ma hodnotu 11. Struktura molekuly lysozymu byla objasnéna studiem difrakce
X paprski v roce 1965 (Phillips, 1966). Molekula ma piibliZzné tvar elipsoidu
o rozmérech 3,0 x 3,0 x 4,5 nm.

Podrobnou molekularni, zejména sekundami strukturu lysozymu studovali Kuo -
misinski a Farrel (1993) pomoci FTIR spektroskopicky a ziskana spektralni
data konfrontovali s hodnotami vypoétenymi z analyz krystalografické struktury
pomoci X paprski. Z téchto vyzkumi vyplynulo, Ze sekundami struktura lysozymu
je relativné nepravidelna, obsahuje nékolik helikalnich segmenti, stejné jako partie
typu tfipramenného antiparalelniho -skladaného listu.

Za zakladni aminokyseliny aktivniho centra enzymu jsou povaZovany kyselina
glutamova na 35. misté fetézce a kyselina asparagova na 52. mist&. Stépeni substratu
se ucastni také tryptofan na misté 108. Z pozice aktivnich aminokyselin plyne, Ze pii
tvorbé komplexu enzym-substrat dochazi ke kontaktu substratu s enzymem ,,uvniti
molekuly, v misté obvykle nazyvaném vazebna ryha. Asociovana ¢ast substratu je
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limitovana sterickou kapacitou vazebné ryhy a odpovida hexasacharidu, v némz
dochazi ke Stépeni obvykle mezi 4. a 5. cukemou jednotkou (Voet, Voetova,
1990).

V Cisté izolované formé je lysozym dobie rozpustny ve vodé. Fixace struktury
disulfidovymi mustky pak piispiva k jeho zna¢né termostabilité. Ve vodném neutral-
nim nebo slabé kyselém prostfedi je schopen existence i po kratkou dobu zahfevu na
100 °C, v kyselém prostiedi zlstava stabilné aktivni pfi 65 °C (Yashitake, Shi-
nichiro, 1977). Stabilitu lysozymu v roztocich zvy3uji polyoly a nékteré sacharidy
(Back et al., 1979) a chlorid sodny do koncentrace 10 % (Cunningham et al,,
1991).

U polypeptidu, které neobsahuyji étyii disulfidové mustky a vykazuji ,,lysozymovou
ucinnost®, dochazi ke sniZeni jejich termostability (Acker, Ternes, 1993). Velka
pozomost byla vénovana tvorbé komplexu ovomucin — lysozym (Kato etal., 1971;
Kato et al., 1978), ktery je staly pii pH < 9 a je v prvni z uvedenych dvou praci
podrobné popsan. Vyznamna je tvorba komplexu lysozymu s lipovitelinem, slozkou

@® @e @@@® 1. Schéma molekuly

albuminového lysozymu
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Zloutku, ktera je z hlediska jeho role ve vejci logicka, nebot’ tvorbou uvedeného
komplexu se lysozym okamZité inaktivuje a tak nemuiZe ohrozit svym lytickym
pusobenim bilkoviny zarodku. Tato reakce je jiz dlouho znama (Coterill et al.,
1963; Cunningham, Coterill, 1964) a byla dikladné studovéana (napf. Trzis-
ka, 1985). Intenzivni deaktivace lysozymu tvorbou jeho oligomert je zpiisobovana
oxida¢nimi produkty mastnych kyselin. Hlavni pfiinou ztraty aktivity je prakticka
nerozpustnost lysozymovych oligomeri. Ty vznikaji téZ pfi ozafovani tkani obsahu-
jicich lysozym gama paprsky (Kanner, Karel, 1976). Je zfejmé, Ze oligomerace
lysozymu je radikalového charakteru a je pravdépodobné, Ze zasahuje disulfidové
miustky molekuly. Jiné stabilni komplexy vytvafi lysozym s dal$imi proteiny pfi
vyS$Sich teplotach, napf. s ovalbuminem (Matsudomi etal., 1987).

Lytické pusobeni

Lyticky efekt, v jehoZ disledku lysozym pilisobi bakteriostaticky aZ baktericidné,
je vysvétlovan jeho schopnosti $tépit molekulu mureinu v misté B-1,4 glykosidové
vazby N-acetylmuraminové kyseliny s N-acetylglukosaminem (Karpiak, 1986;
Acker, Ternes, 1993) podle schématu:

H,OH H,0H
o o
_-NH _NH
CH5—C CHy—C
3 X0 3 X0
O o}
o] 0O
Z 2
CH;——CH——C< CH5— CH—c<
OH OH

Vazby stépené lysozymem jsou zesileny

Timto Stépenim se postupné hrouti fetézcova struktura mukopolysacharidi z bu-
néénych stén gram-pozitivnich bakterii. Na u¢inek lysozymu jsou, jak bylo zjidténo,
vysoce citlivé kmeny Salmonella, Brucella, Klebsiela, Shigella, Pasteurella, Esche-
richia, Pseudomonady. Bylo ovéfeno, Ze lytické plsobeni zasahuje i Staphylococcus
aureus, jak ve své kompilaci sumarizuji Cunningham etal. (1991). Acker a Ternese
(1993) v souhrnu prace poznamenavaji, Ze lysozym inaktivuje i nékteré viry.

Potvrzeni lysozymové antibakterialni aktivity bylo provedeno mnohokrat. Prace
Pelegriniho pracovisté (Pelegrini et al., 1990, 1992) uvadgji, Ze lysozym jako bakte-
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ricidni komponenta slepi¢iho bilku piisobi na gram-pozitivni a gram-negativni bakte-
rie.

Pfidavek antibiotik do krmné davky ovliviiuje tvorbu i aktivitu vytvofeného lyso-
zymu. V1iv nékterych antibiotik dodanych v krmné davce (bambermycin 5 a 10 mg/kg
azinc-bacitracin 100 a 200 mg/kg) byl studovan na Lohman LSL ve stafi 24-27 tydni
(Bessei etal., 1993). Byl sledovan vliv na hmotnost vajec, hmotnost Zloutku, obsah
proteinil, pH, obsah lysozymu a jeho aktivitu jak v erstvych vejcich, tak po dvou-
a Ctyftydennim skladovani. Signifikantné klesal obsah lysozymu a jeho aktivita proti
kontrole, hodnota pH byla pii pfidavku ristovych promotori vy3si. Vliv se projevil
jak na Cerstvych, tak na skladovanych vejcich.

Neéktera mléka produkovana v Japonsku piisobi inhibi¢né na Bacillus stearother-
mophilus, coZ bylo prokazéano ter€ovym testem na papiru (paper disk test — PDT). Pii
studiu pfifiny této aktivity bylo zjisténo vedle jinych vztahi, Ze primér inhibi¢ni
zony lze korelovat s obsahem laktoferinu a lysozymu v mléce (Okada et al., 1993).
Byl vysloven pfedpoklad, Ze pozitivni PDT je zptsoben zejména laktoferinem
a reakce je stimulovana lysozymem. Pii nefelometrickém sledovani suspense Bacil-
lus stearothermophilus byl vSak nejucinnéjsi lysozym, ucinek laktoferinu byl niZsi.

Pii vyzkumu listeriostatickych a listericidnich vlastnosti nékterych sloZek bilku
(Wang, Shelef, 1991) bylo prokdzano, Ze 15% piidavek albuminu ma listeriosta-
ticky a vy3si koncentrace listericidni u¢inek na Listeria monocytogenes kmen Scott A
a Brie-1 v sojovam bujonu. Zahfati albuminu na 50-80 °C mélo za nasledek ztratu
uvedené aktivity. Piidavek lysozymu v koncentraci 1 mg/ml mél vyznamny listericid-
ni u¢inek s maximem pii pH 9. Pro srovnani ptisobil ovomukoid inhibi¢né v koncen-
tracich vy3Sich neZ 2 mg/ml, a to pouze pii pH 9. Z pokusu je zfejmé Ze antilisterialni
aktivita ovalbuminu je zplisobena lysozymem a ostatni sloZKy ji jenom synergicky
ZvySuji.

Uvedené poznatky byly rozsifeny dalsi praci (Wang, Shelef, 1991). Cca 15%
piidavek albuminu do bujonu sdjové tryptikasy byl listeriostaticky po 24 hodinach
zahfivani na 35 °C a vy33i koncentrace byly listericidni. Pfidavek Zeleza nebo biotinu
neblokoval inhibici. Pokud byl albumin zahfat na 50-80 °C, efekt inhibice vymizel.
Pridavek €istého lysozymu v koncentraci nad 1 mg/ml do vyvaru vyvolal antilisteri-
alni efekt, zvySeny pii pH 9. Ve srovnani s lysozymem byla zjiSténa inhibice ovomu-
koidem ve dvojnasobné koncentraci, a to pouze pii pH 9. Odpovida to konenému
tvrzeni, Ze antilisterialni efekt je vyvolan lysozymem a zvySovan puisobenim ovomu-
koidu a hodnotou pH bliZici se 9.

Vyskyt a aplikace

Pod jménem lysozym je v literatufe popisovéna fada polypeptidickych latek. O nich
se autofi zmifiuji jako o riiznych typech lysozymu. Jako zékladni (a rozdilné) byly
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charakterizovany typy CaG (Kowalska, 1989), nalezené ve vejcich u dvou plemen
kachen. Ve vyznamné publikaci (Cortopassi, Wilson, 1991) jsou rozliSovany
dva typy lysozymu (P a M) a tkané jsou hodnoceny podle jejich pomémého obsahu.
Typ C je znam jako husi lysozym a je blizky ostatnim lysozymim obratlovci. V3e
nasvéd&uje tomu, Ze jako lysozym oznacované polypeptidy, jimZ je spolecny zejména
immunochemicky ¢inek, se vyznacuji znaénym polymorfismem v zavislosti napf. na
plemeni.

Obsah lysozymu ve vaje¢ném albuminu, zjistény riznymi metodami, kolis4 od 2 do
8 %, coz by odpovidalo cca 0,2-0,8 % suSiny bilku. JiZ pfed 20 lety publikovali
Sauter a Montoure (1972) velmi rozdilné obsahy lysozymu ve vejcich s vysokou
(kolem 8 %) a nizkou (do 5 %) koncentraci. Tyto Udaje, ziskané elektroforetickym
délenim na acetatové celulose, vSak neodpovidaji pozdéjSim udajim o cca 4,5%
obsahu lysozymu, ziskanym napf. spektrofotometricky (Ternes, 1990; Hunton,
1992; Bessei etal., 1993; Trziska, Clostermann, 1993).

Lysozym identifikovany v kravském mléce se vyznacuje vysokou antibakterialni
aktivitou vici oralni patogenni mikrofléfe, jako jsou Aktinomycety, kmeny Porphy-
romonas, Prevotella a Fusobacterium. Kuc€era (1997 — osobni sdé€leni) ve svych
pokusech ale zjistil, Ze lysozym je na Aktinomycety neiinny. Zajimavé je, Ze obsah
lysozymu klesa v pribéhu 6 laktaci na cca 2/3 piivodni hodnoty. Specificka aktivita
enzymu je ale stala, jeho klesajici obsah je v pfimém kontrastu se vzristem aktivity
laktoperoxidas (Takahashi etal., 1992). Pfitom jeho obsah je o dva fady niZsi neZ
v mléce lidském.

Lysozym byl mnohonasobné prokézan napf.ve tkanich my$i (Cortopassi, Wil-
son, 1991) a v prsnich sekretech Zen stiZzenych malignimi nalezy v prsou. Sekrety
Zen bez nalezu a Zen s benignimi nalezy neobsahovaly lysozym, zatimco sekrety
maligné postiZenych Zen obsahovaly lysozym vedle laktoferinu (Sanchez et al,,
1992 ). Prace navozuje moZnost indikace onemocnéni rozborem sekretli. Dva izoen-
zymy lysozymu (17 000 a 22 000 D) byly izolovany z kyselého extraktu larev Musca
domestica na sepharosové koloné a semipreparativni elektroforézou na polyakrylami-
dovém gelu (Lemos et al., 1993) (hodnota pI 7,9-8,2). Chitinasova aktivita takto
ziskanych lysozymu byla Sestkrat vy$8i neZ u albuminového lysozymu.

V mléce fen byly nalezeny molekuly vyznacujici se aktivitou ekvivalentni lysozy-
mu. Po sekven¢ni analyze bylo zjisténo, Ze sekvence aminokyselin obou lysozymi se
lisi nejméné ve 45 % délky fetézce, ale oba jsou velmi pfibuzné jinym stejné uéinnym
polypeptidiim jinych savci. Jeden z nich je z 85 % stejny s lysozymem korfiského a osliho
mléka a stejné jako ony obsahuje vazany vapenaty ion. Druhy neobsahuje véapnik
(Grobler etal., 1994). Ve Zloutku jiker lososa (Oncorhynchus kisutch) byl zjistén
a prozkouman jiny polypeptid s lysozymovou aktivitou (Yousif et al., 1994). Byl
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ucinny na Aeromonas hydrophila, A. salmonicida a Carnobacterium piscicola. Ne-
ucinny byl na Micrococcus lysodeikticus a Renibacterium salmoninarum.

Aplikace

Izolované jak Cisté, tak jen koncentrované preparaty lysozymu byly a jsou pouZi-
vany v potravinafském primyslu v Sirokém méfitku. VyuZiva se pfitom baktericidni-
ho piisobeni na substrat, do kterého je lysozym pfimiSen. Casté je pouziti lysozymu
pro konzervaci mléka a mlé¢nych vyrobku.

Lysozym vaje¢ného bilku byl aplikovan do krmné davky 8-10tydennich selat ve
dvou davkach s rozmezim 14 dni a byla sledovana antibody aktivita (antibody
avidity) krevniho séra pomoci metody ELISA. Doslo k vyznamnému korelacné
odpovidajicimu zvySeni sledované aktivity aZ do 30 dnii po aplikaci lysozymu
(Appleyard etal, 1992).

V dusledku baktericidniho pusobeni lysozymu na izolované kmeny mikroorganis-
miu byly ¢inény pokusy vyuzit ho k potirani infek&nich onemocnéni, ale i ke sniZeni
krvacivosti Nakazawa, 1969; Hidaka, 1988).

Poznatky o struktufe molekuly lysozymu a znalost genovych sekvenci kodujicich
jeho tvorbu umoZiiuji sledovat na isolovanych preparatech i jemné diference v jejich
sloZeni a postupné se dobrat poznatkll o u¢innych mistech molekuly. Do piehledu
o vlastnostech a u¢incich lysozymu pak vlastné nepatfi vnaseni pfislusnych geni do
jinych DNA s cilem modifikovat odolnost jejich nositell proti negativnimu ptisobeni
mikroorganismu.

Plna délka komplementarniho DNA klonu odpovidajici lysozymu z bilku slepi¢ich
vajec byla vnesena do DNA tabaku (Trudel et al., 1992). Lysozymovy gen ma
vlastni oktadekapeptidovou signalni molekulu. Z 27 transgenich rostlin tabéku byla
tvorba lysozymu zaznamenana u 25 rostlin v koncentraci 30 mg/g hmoty listi tabaku.

Tvorba lysozymu bilku slepi¢ich vajec byla prokazéna i u specifickych bunék
transgenich mysi (Yule etal., 1993).

Stanoveni

Stanoveni obsahu lysozymu v biologickém materidlu s dostate¢nou pfesnosti je
obtizné. Klasickou metodikou stanoveni lysozymu je jeho izolace nebo izolace jeho
komplext s bilkovinami elektroforeticky ¢i jinak s naslednym hodnocenim jeho
obsahu pomoci standardniho mikroorganismu, nejcastéji Micrococcus lateus M. L.
Zmeény v optickych vlastnostech suspenze pouZitého mikroorganismu (za uzkostlivé-
ho dodrZovani riustovych podminek pro v3echny vzorky) vyvolané baktericidnim
pusobenim lysozymu je moZné proméfovat (napi. nefelometricky) a porovnat s fadou
standardii. Na zakladé fady analogickych praci od roku 1970 (napi. Chang et al.,
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1970) do roku 1990 (napf. Imai et al., 1986) vypracovali Trziska a Closter-
mann (1993) velice pfesnou metodiku stanoveni lysozymu uvedenym zpusobem.

Vhodnou, ale pfistrojové naroénou metodu pro stanoveni lysozymu priddného do
potravin uvadi Shibata et al (1992). HPLC metoda vyuZiva fluorescence 4-methy-
lumbelliferonu vznikajiciho enzymatickou hydrolyzou. Na koloné s reverzni fazi
[acetonitril — 0,04M glycinovy tlumi¢, pH 12,0 (70 : 30)] jsou oddéleny jednotlivé
sloZky. Po extrakci 0,1M natrium fosfatovym tlumi¢em (pH 6,2) se 2% NaCl je
lysozymova aktivita méfena v citratovém tlumici (pH 5,2) pfi 45 °C v pribéhu
60 min.

SloZitost a nékdy pfistrojova naro¢nost uvedenych metodik vyvolala mnohé snahy
o vypracovani jednoduché semikvantitativni metodiky jeho stanoveni. Pro tyto ucely
se zda byt z&asti nadéjna cesta, ktera vychazi ze zjisténi, Ze lysozym muiZe pisobit
v jistych vy3Sich koncentracich (100 pg v 1 ml) chyby ve stanoveni B-laktamovych
antibiotik pomoci mikrobidlnich receptortesti (Suhren, Heeschen, 1990; Ver-
munt et al., 1993). S pouZitim analogickych testerti (Intest, mlékarna Klatovy ) bylo
orientaéné ovéfeno, Ze je moZné sledovat antimikrobialni aktivitu vaje¢ného bilku
timto zplusobem. Korelaci mezi obsahem lysozymu a pozorovanou reakci testeru
nebylo moZné zatim plné prokazat (Vasakova, 1995 — osobni sdéleni).

Sumarni prace

Z hlediska zemédélského jsou svym vyznamem vedlej§i sumami prace. Napf.
Destefano-Beltran et al. (1993) shrnuji pouZiti geni, kodujicich lyticky puso-
bici peptidy (tedy s antimikrobidlni aktivitou) pro zvySeni rezistence rostlin vici
chorobam. Prace je rozdélena na né€kolik Casti: a) piehled povrchové aktivnich
peptidd, b) principy zvySovani rostlinné rezistence pouZitim antibakterialnich genu,
c) syntéza antimikrobidlnich peptidii a d) tvorba lysozymu bilku slepi¢iho vejce
v transgenich rostlinach tabaku.

V rozséhlé pfednaSce na sympoziu ,,Eggs unscrambled: their safety and versatility*
v bfeznu 1992 shrul Clarke (1992 ) vyznam lysozymu vajeéného bilku zejména
vzhledem k Salmonelle, ostatnim zdrojim kontaminace vajec, dobé skladovani a ne-
zavadnosti pokrmi pfipravovanych z tepelné malo zpracovanych vajec.

Za vyznamny souhrnny referat o lysozymu lze povaZovat obséahlou praci, kterou
uvetejnil Trziska (1994 )a ktera zahruje metodiky izolace, vlastnosti a zejména
aplikace v potravinafstvi.
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Lysozyme — an Interesting Protein

Literary data on lysozyme available in several recent years are summarized in this
paper in order to mention the main characteristics, properties and importance of this
polypeptide with serious enzymatic effects, which is currently rather neglected in this
country. Its content in the egg white is an important criterion of egg stability during
their storage.
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AUTENTICITA OVOCNYCH NAPOJU
A METODY IDENTIFIKACE FALSOVANI

Michal VOLDRICH, Petr PYS, Hana OPATOVA

Vysoka skola chemicko-technologickd — Ustav konzervace potravin
a technologie masa, Praha, Ceska republika

FalSovani potravinafskych vyrobkd, tj. nedodrZeni deklarovaného sloZeni, udavani
nespravného piivodu a stafi apod., je trvalym problémem priimyslové vyroby potravin.
Snaha oSidit spotiebitele nebo stat (celni pfedpisy) se tdhne od pocatku vyroby potra-
vin. FalSovani postihuje viechny komodity potravinafskych vyrobki, zejména ty, které
jsou vyrabény ve vétSich objemech, a drahé produkty, u nichZ falSovani miZe pfinést
falSovateli ur€ity zisk. Vyznam falSovani v hlavnich komoditach je zfejmy z Cetnosti
publikaci v databazi FSTA v letech 1969 aZ 1996 (tab. I).

I. Podil jednotlivych komodit na publikacich tykajicich se falSovani v databazi FSTA v letech
1969-1996

Komodita [%] Komodita [%]
Oleje, tuky 30 Kofeni, aromata 7
MIléko, mlé&né vyrobky 25 Med 5
Ovocné napoje 12 Kéva, ¢aj 2
Maso, masné vyrobky 9 Lihoviny 2
Vino, lihoviny 8 Cokolada, cukrovinky 1

Z uvedenych €isel je zfejmé, Ze ovocné napoje jsou Castym pfedmétem falSovani.
Jejich falSovani je spojeno s rozvojem primyslové vyroby. Prvni popsana aféra se
datuje do roku 1950 v USA. V Tenessee a Georgii se vyrabél 100% pomerancovy dZus
v objemech, které zdaleka neodpovidaly dovozu koncentrati. Ukazalo se, Ze napoj je
zcela uméle pfipravovany z citranu draselného, chloridu vépenatého, cukru, ovocné
dfen¢, pomerancové silice, kyseliny citronové, umélych barviv a mandarinkového
koncentratu. Postupné se problém rozsifil do zépadni Evropy a s rozvojem primyslové
vyroby nealkoholickych napoji se dostava i k nam.

FalSovani obecné zahmuje pifidavky vody, cukru, dalich levnéjsich surovin, vyda-
vani levnéj$ich surovin (Casto i srovnatelného sloZeni a vlastnosti) za drazsi (z vyhla-
Senych oblasti nebo z preferovanych odnid), deklarovani jiné neZ pouZité technologie,
nedodrZeni technologického postupu apod. Mezi falSovani lze zahmout také pouZiti
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mikrobiologicky naruSenych dlouho skladovanych surovin, surovin skladovanych za

nevyhovujicich podminek nebo vyrobenych nespravnym technologickym postupem

(Nagy etal., 1988).

Nejvétsi objem ovocnych napoji ¢ini produkty z citrusi, zejména pomeranci, proto
také nejvice pripadi falSovani je spojeno s pomeran¢ovymi napoji. Podle nékterych
studii je tfetina aZ polovina citrusovych napojii na evropskych trzich néjakym zpuso-
bem falSovana (Royo Iranzo etal., 1976). FalSovany jsou i dalsi produkty z ovoce
a zeleniny.

V pfipadé€ pomeranc¢ii, pomine-li se pouZiti mikrobiologicky narusené suroviny, se
muZeme setkat s n€kolika pripady falSovani:

* Naroc¢néjsi uprava, obvykle maskujici vyrazné niZsi ovocny podil, spo¢ivajici v pfi-
davku silice, B-karotenu, piikyseleni, oslazeni (invertnim sirupem) aZ po Upravu
obsahu kationtil napf. siranem draselnym apod.

* Jednoduché sniZzeni obsahu ovocného podilu nafedénim a pfislazenim.

* Vys§i nafedéni vodou (pfimo lisovana $tava by neméla mit RF pod 10 °Brix,
v piipadé rekonstituované §tavy z koncentratu u nas dosud platné normy pfipoustéji
minimalni refrakci 10 °Brix, podle evropskych ptedpist to je ale 11,2 °Brix).

* Pfidavek levnéjsiho koncentratu (napf. koncentratu nebo $tavy z bilého hroznového
vina).

Za zpusob falSovani lze povaZovat také pouZiti koncentratu obsahujiciho ,,pulp-
-wash* (koncentrat vyrobeny z extrahovanych vyliski).

U jablek se také objevily pfipady umélého koncentratu a $tavy — roztoku sacharosy,
invertované sacharosy, dusi¢nanu draselného, jable¢ného aroma, kyseliny jablecné
a kuléru. Castym ptipadem falSovani kromé nafedéni vodou, maskovani niZ$tho ovoc-
ného podilu cukrem a kyselinami a dal$imi pfidavky je také pfidavek méné stabilniho
hruskového koncentratu, pfipadné zpracovani jablek s podilem hruSek. Z pohledu
vyrobce je vyhodné mixovani riznych surovin, napt. pfidavek levnéjsiho jablecného
koncentratu do koncentrati nebo napoji z barevného ovoce.

Postup identifikace falSovani miiZe byt v zasadé dvoji. U produktu jsou analyzovana
vybrana kritéria, jejichZ hodnoty se porovnavaji s databézi, autenticky produkt musi
vyhovovat ve sledovanych parametrech, které jsou pro kazdy vyrobek tabelovany,
napf. formou rozsahu hodnot a komentafe k interpretaci. Na podobném principu je také
posuzovan puvod vzorki na zakladé analyzy izotopi. Druhym pfistupem miZe byt
podezieni na ur€ity zpiisob falSovani a volba takovych postupi, které piijatou hypotézu
potvrdi. Cast&jsi je prvni uvedeny zpiisob. Asociace vyrobcii 3tav a nektari (Ano-
nym, 1993) pfi EEC, podobné i némecky systém RSK — Richtwert, Schwankungsbrei-
te, Kennzahl (Anonym, 1987) uvadé&ji pro kazdy druh $tavy (koncentratu) prehled
sledovanych parametrii a rozsahy hodnot, které musi produkt splnit, spolu s dopliiuji-
cimi informacemi.
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Dalsi hledisko rozdéleni metod muZe byt podle principu pouZitého postupu; metody
jsou sumarni, napf. spektralni, kterymi je posuzovana néjaka sumarni vlastnost nebo je
zjistovan obsah urcité slozky. Nasledujici odstavce uvadéji pfehled metod, resp.
sledovanych vlastnosti nebo analyti.

Pomeranc¢ova §tava je podle definice Smémice EEC ziskdna mechanickymi postupy
ze zralych zdravych plodu, oSetfena fyzikalnimi postupy; dale plati, Ze:

— pomerancova $tava je ziskana z druhu Citrus sinensis,

— ovocna dfeii smi byt dodana zpét do §tavy ziskané z koncentratu, a to v pfirozeném
mnoZstvi (tj. v mnoZstvi, které je pfirozené pro normalni §tavu);

— okyseleni, odkyseleni a odstranéni hofkych latek neni dovoleno.

Grapefruitova $t’ava je podle definice Smémice EEC ziskana mechanickymi postupy

ze zralych zdravych plodi, oSetfena fyzikalnimi postupy; pfedpoklada se, Ze:

— grapefruitova $t'ava je ziskana z druhu Citrus paradisi,

— ovocna dfefi smi byt dodana zpét do §tavy ziskané z koncentratu, a to v pfirozeném
mnoZstvi (tj. v mnoZstvi, které je pfirozené pro normalni §tavu),

— okyseleni, odkyseleni a odstranéni hofkych latek neni dovoleno.

Jable¢na St'éva je podle definice Smémice EEC ziskana ze zdraveho, zralého ovoce.
MiiZe byt oSetfena fyzikalnimi postupy a nebo difuznimi postupy, a to za pfedpokladu,
Ze takto ziskana Stava vykazuje stejné organoleptické a analytické vlastnosti jako
vyrobek ziskany mechanickymi postupy; dalsi poZadavky jsou:

— jable¢na §tava je ziskana z druhu Pyrus malus;

— jablecna Stava je pfirozené zakalgna nebo Cista;,

— vurcitych zemich je povoleno okyseleni pfidavkem kyseliny citronové az do 3 g/l,
a to podle narodnich pfedpisi a za fadného oznaceni;

— odstranéni kyselin neni dovoleno.

Metody pouZivané k identifikaci falSovani, parametry
urcujici autenticitu §av a koncentrati
Relativni hustota a obsah refraktometrické susiny

Pouzivaji se jako pomocné ukazatele. Indikuji nejprimitivnéjsi zpusob falSovani
— nadmémé nafedéni pii rekonstituci $tav z koncentratli. Hodnota relativni hustoty je
ziskana z vysledku pfirodni (ru¢né vymackané) stavy (1,045).

UV-VIS spektroskopie

Ve starSich pracich je popsan zpuisob uzanéni pfipravy vzorku — oddéleni nerozpus-
tného podilu. Naméfené UV-VIS spektrum je pouzitelné k identifikaci surovin ve
smési, k charakterizaci ovoce, s omezenimi i k uréeni puivodu. Metoda se pfilis
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neosvédCila, je zavisla na upravé vzorku a vyZaduje Sirokou databazi pro interpretaci
vysledki. Moderni systémy (RSK, AIJN atd.) ji nezahrnuji.

NIR spektroskopie

Spektroskopie v blizké infraervené oblasti miZe byt perspektivni pro identifikaci
falSovani. Na rozdil od posuzovani pribéhu spektra jako v pfipadé UV/VIS jsou na
zéklad€ paralelnich chemickych analyz hledany korelace mezi uréitymi oblastmi spek-
tra a chemickym sloZenim, resp. falSujicimi pfidavky. Metoda teprve uplatnéni nacha-
zi, z dosud publikovanych vysledki je ziejmé, Ze by mohla byt pouZitelna minimalné
pro rychly screening vzorkd, kterym by byly vymezeny podezielé vzorky k podrobnéj-
§i chemické analyze (Evans etal., 1993).

Izotopovy pomér

Pfi posuzovani pravosti a Castéji pii potvrzeni piivodu nachazi uplatnéni analyza
izotopl. Sledované izotopy, resp. poméry izotopi jsou: '3C/12C, 130/160 a D/H.
Izotopy se b&Zné v urcitych koncentracich nachézeji v prostiedi, jejich koncentrace je
dana mistem, u izotopi kysliku a vodiku také sloZenim vody vyuZivané pfi metabolic-
kych pochodech, v pfipadé izotopii uhliku také typem metabolického cyklu. U rostlin
existuji dva typy metabolickych cykli: C3-cyklus a C4-cyklus. V rostlinach metaboli-
zujicich podle C3- cyklu je vice fixovan atmosféricky oxid uhliity, coZ se projevi
vy33im obsahem izotopu 3C. Kone¢nym metabolitem C3-cyklu je kyselina 3-fosfo-
glycerova. V C4-cyklu se vaZe pouze malé mnoZstvi CO2 a kone¢nym metabolitem je
¢tyfuhlikata kyselina oxaloctova. Podle analyzy poméri izotopu uhliku Ize identifiko-
vat pfidavky vody, sniZeni ovocného podilu, pfidavek produkti rostlin druhé skupiny
a omezené pivod surovin. Pomerance, jablka a dalSi suroviny pro vyrobu $tav maji
obvyklejsi metabolismus C-3, cerealie (kukufice) a cukrova tftina metabolismus C-4
(Nissenbaum, Feld, 1974). Pridavek titinového cukru, hydrolyzati cerealnich
Skrobii apod. do napoji miZe byt detekovan na zakladé poméru izotopt uhliku.

Izotop kysliku 180 se vyskytuje v nizkych mnoZstvich v prostiedi, jeho obsah je
vazan zejména na spodni vodu. V rostlinach je akumulovén v zavislosti na lokalité,
intenzit& dychani pletiv a priibéhu odpafovani vody. PouZiti poméru #0/160 je dule-
Zité pro rozliSeni Cerstvé §tavy od $tavy rekonstituované a pro zjisténi toho, zda byla
§tava ziskana zcela uméle ¢i nikoliv (Brause et al., 1979). Obecné je moZné podle
pomeéru izotopu kysliku zjistit sniZeni ovocného podilu, pfidavek cukru a do urcité
miry spolu s dal$imi izotopy také piivod suroviny.

Pomér izotopti deuterium/vodik ma podobny vyznam jako kyslik, vy3si obsah
deuteria je ve spodnich vodach, jeho kumulace v rostlinach je dana lokalitou a vlast-
nostmi rostlinného pletiva. Pomér izotopt indikuje sniZeni ovocného podilu, pfidavek
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vody, piipadné piivod. Na zakladé analyzy izotopii vodiku je moZné odhalit pfidavek
fepného cukru do ovocné §tavy. Je vSak tfeba nechat cukr zkvasit. Potom se proméfi
obsah deuteria v etanolu, ktery vznikne zkvasenim, pfipadné intramolekulamni rozloZe-
ni deuteria v etanolu.

Ke stanoveni poméru izotoptl se vyuZiva hmotnostni spektrometrie (SCIRA — Stable
Carbon Isotope Ratio Analysis) a NMR (SNIF-NMR Site Specific Natural Isotope
Fractionation measured by NMR). Postupy vyZaduji pomémé narofnou pfipravu
vzorku, spaleni, pfipadné zkvaseni a izolaci etanolu. K interpretaci vysledki je poteb-
na databaze, velmi zkuSena obsluha a drahé pfistroje. U nas se analyzou izotopii
zabyvaji v laboratofich Celni spravy.

Analyza organickych kyselin

Organické kyseliny jsou dileZitym parametrem pfi identifikaci falSovani ovocnych
s$tav. Pii sniZovani ovocného podilu pfislazenim je potfeba vyrovnat také kyselou chut’
a proto je velmi Casto pfidavéana kyselina. Pfi michani riznych koncentrati mizZe byt
falSovani odhaleno v disledku rozdilného obsahu kyselin v jednotlivych surovinach.

Kromé potvrzeni falSovéani na zékladé nalezeni rozdilnych neZ uvadénych hodnot
pro jednotlivé druhy $t'4v miZe sloZeni kyselin indikovat také zptisob falSovani. Nalez
kyseliny citronové v jablecném napoji indikuje pfidavek kyseliny citronové, hrusek
nebo hruskového koncentratu. Pfi okyseleni jable¢ného napoje syntetickou kyselinou
jable¢nou bude produkt obsahovat D-jable¢nou kyselinu, ktera se v ovoci nevyskytuje.
DalSim diikazem pfidavku kyseliny jable¢né muZe byt nalez stop kyseliny fumarové,
ktera je Castou pifimeési v syntetické kyseliné jable¢né.

V piipadé pomeranového koncentratu nebo $tavy je indikaci pomér kyseliny
citronové a isocitronové (ktery je napf. podle AIJN max. 130). Prava 5tava obsahuje
urity podil kyseliny isocitronové, ktery se sniZi v pfipadé okyseleni Kyselinou citro-
novou.

Pridavek koncentratu nebo §tavy z bilého hroznového vina lze dokézat nalezem
kyseliny vinné, kterd je obsaZena v hroznovém viné a v ostatnich surovinach se
nevyskytuje.

Jednim ze sledovanych parametrii je také biogenni kyselina mlééna, jejiZ nalez ve
vyrobku indikuje mikrobidlni naruSeni suroviny.

Analyza cukru

Cukry jsou nejcastéji vyuZivany jako analyticky parametr k indikaci falSovani, jejich
piidavek patii mezi nejjednodussi piipady falSovani. Napoje obsahuji zejména sacha-
rosu, glukosu a fruktosu v riznych pomérech. V pifipadé ne velmi komplikovaného

falSovéni neni problém pfidavek cukrii upravit v pozadovaném poméru. Jable¢na §tava
se vyznaluje pievladajici fruktosou (podle AIJN je pomér glukosa/fruktosa 0,3 az 0,5),
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poZadovany pomér lze dosahnout pfidavkem fruktosového sirupu. Jesté snazsi je to
v piipadé citrusovych 5tav, ve kterych je glukosa a fruktosa zastoupena ve shodné
koncentraci, spravny pomér se dosahne piidavkem uréitého podilu invertované sacha-
Tosy. Jen na zdkladé analyzy cukri nelze proto délat zavéry o pravosti napoje, ale
jednodussi zpiisoby falSovani (doslazeni sacharosou, pfipadné pfidavek jiného koncen-
tratu) analyza cukrii odhali. Nizky obsah sacharosy muZe byt také zpisoben jeji
inverzi. Nizky pomér glukosa/fruktosa miiZe indikovat mikrobialni degradaci glukosy.

V piipadé zminénych zpisobil piidavki cukri Ize falSovani odhalit podle sniZenych
parametrii vztahujicich se k ovocnému podilu (draslik, formolové ¢islo apod.), nebo
pfesnéji analyzou izotopu.

Vedle sloZeni cukrii jsou pro identifikaci falSovani vyznamné také cukriim piibuzné
latky (sorbitol) a degradaéni produkty cukrii. Sorbitol je obsaZen ve §tavé jablek (podle
AIIN 2,5-7 g/l), merunék (1,5-10 g/1), nejvétsi obsah maji hrusky (10-25 g/1). Sorbitol
muZe indikovat pfidavek jable¢ného nebo hruskového koncentratu napf. do napoju
z barevného ovoce. Vyssi obsah sorbitolu v jable¢ném koncentratu nebo $tavé svédéi
o pridavku hrusek. Pridavek fruktosového sirupu nebo jinych kyselych hydrolyzati
polysacharidi miZe byt doprovazen zvySenim obsahu degradacnich produkti cukri,
zejména 5-hydroxymethyl-2-furankarbaldehydu (hydroxymethylfurfuralu — HMF),
ktery vznika pfi vyrobé.

Aminoslouceniny, aminokyseliny a souvisejici vlastnosti

Aminoslou¢eniny jsou vyuZivany k hodnoceni obsahu ovocného podilu. Pravdépo-
dobné nejjednodussi test je stanoveni formolového Cisla, tj. uzanénim zplisobem
stanovené mnoZstvi o-aminosloucenin vyjadfené v ml 0,1M NaOH na 100 ml §tavy.
Hodnota formolového &isla zavisi na stupni zralosti, odriidé a také na podminkach
zpracovéni ovoce. Cim je obecné vy3si rozruseni bunék, tim vice aminoslougenin $t'éva
obsahuje. Cely pomeran¢ ma vy3si formolovou hodnotu, ktera se zvySuje s mnoZstvim
pfidavané kiiry, zatimco formolova hodnota filtrované §tavy zistava konstantni.

Hodnotu formolového Cisla 1ze zvysit pfidavkem amoniaku nebo amonnych soli.
Tento pfidavek je detekovatelny stanovenim upravené hodnoty formolového ¢isla po
odstranéni amoniaku. Pokud je upravené formolové ¢islo niZsi nez 90 % piivodni
hodnoty, Ize vyvodit zavér o pifidavku amoniaku. Dal3im zptsobem zvySeni hodnoty
formolového (isla je pfidavek etanolaminu — etanolamin je moZné stanovit pii analyze
sloZeni aminokyselin na aminoanalyzatorech. Nalez vy3$§iho mnoZstvi neZ tabelované-
ho pro pfirozeny vyskyt indikuje maskovani falSovani.

Druhym instrumentalné nenaroénym stanovenim je obsah prolinu — spektrofotomet-
ricky zjiSténa hodnota po reakci extraktu $tavy z ninhydrinem. Spolu s formolovym
Cislem je Casto vyuZivana v riznych empirickych vzorcich pro vypocet obsahu ovoc-
ného podilu. Existuje korelace mezi koncentraci prolinu a formolovym ¢islem; hodnota
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korela¢niho koeficientu je dal$im kritériem pro posouzeni pomerancovych §tav. Kon-
centrace prolinu je extrémné zavisla na stupni zralosti, odridé a zemi piivodu. Brazil-
ské pomerancové §t'avy vyrobené ze sklizné brzy dozravajicich plodi mohou mit obsah
prolinu pod 575 mg/l, zatimco $tavy vyrobené z ovoce z pozdni sklizné mohou
dosahnout pfes 1 000 mg/l. Obecné plati pro obsah prolinu totéZ co pro ostatni
aminoslouceniny.

Systém AIJN i RSK zahmuje také instrumentalné naro¢néjsi analyzy spektra amino-
kyselin. Kromé& posouzeni pravosti porovnanim obsahu jednotlivych aminokyselin
s tabelovanymi rozsahy hodnot je moZné usuzovat také na zpisob falSovani a v n€kte-
rych piipadech také na odridu nebo piivod suroviny. Maskovat falSovani pfidavkem
smési aminoKyselin by bylo pomémé drahé. Pokud by takovy pfipad nastal, zfejmé& by
byly pouZity syntetické aminokyseliny, obvykle racemické smési. Pfirozena ovocna
§tava obsahuje L-aminokyseliny, k detekci pfidavki racemickych aminokyselin je
vyuZivano stanoveni D-aminokyselin (Ooghe etal., 1984; Cohen, Fuchs, 1984).

Napf. odriida Kalifornia Navel vykazuje pomémé vysoké formolové &islo a kore-
sponduje s vysokou koncentraci aminokyselin, nicméné obsah kyseliny asparagové je
nizsi nez specifickda minimélni hodnota. Obsah této kyseliny je soucasti poméru
(prolin + arginin)/(kyselina asparagova + asparagin). Pfi koncentra¢nich zménach
zpusobenych zralosti a sezonnosti je tento pomér Ctyf aminokyselin lepSim kritériem
neZ absolutni koncentrace. Pomér pro pomerance a mandarinky je asi 3, pro grapefruity
1 a pro citrony 0,3.

K charakterizaci pomeranéovych §tav Ize pouZit soucet viech volnych aminokyselin
a soucet serinu, prolinu, y-aminomaselné kyseliny a argininu spolu s poméry téchto
sumarnich obsahi.

Specialni diiraz je kladen na glycin, ktery je v citrusovych §tavach pfitomen ve velmi
nizkych hladinach, ale relativné hojné se vyskytuje v proteinovych hydrolyzatech.

Popel, makroelementy, vybrané anionty a dalSi pfibuzné parametry

Obsah popela patfi mezi klasické analytické parametry a pouZiva se také pii identi-
fikaci falSovani (jeho hodnoty jsou vedeny v tabulkach AIJN i RSK). Vedle obsahu
popela je vyuZivéano také stanoveni obsahu makroelementi: drasliku, sodiku, hoi¢iku,
vapniku, celkového fosforu, dusi¢nani a sirant, pfipadné také arsenu a téZkych kovi
(McHard etal., 1979). Obsah mineralnich latek ve §tavé souvisi s ovocnym podilem.
Podle vybranych kritérii 1ze usuzovat na druh nebo odridu. Napiiklad pomerancova
§tava z pomeranci z [zraele a Spanélska ma niZsi obsah popela neZ §tava brazilskych
pomeranci. Pro podobné rozliSeni zdroje miZe byt pouZito stanoveni obsahu jednotli-
vych mineralii. N&které anorganické slozky vypovidaji o pouzité technologii nebo
kvalité suroviny. Napfiklad pfili§ vysoky tlak lisovani nebo ptidavek pulp-wash je
spojen s vySSim obsahem véapniku. Vy3Si obsah siranii muZe nasvédZovat pouZiti
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nevhodné vody pii rekonstituci Stavy nebo konzervaci sififitany v nékteré etapé
vyroby.

Vybrané parametry charakteristické pro citrusy

Flavonoidni glykosidy vyjddfené jako hesperidin nebo naringin

Dulezitym znakem citrusovych $t'av je obsah flavonoidnich glyosidi. Metody kon-
troly pravosti zahmuji suméami metodu stanoveni flavonoidnich glykosidi jako hespe-
ridin. Priméma hodnota takto stanovené koncentrace flavonoidnich glykosidi je asi
800 mg/l. U nékterych odrid (napi. Hamlin) a zemé puvodu (napf. Italie) muZe byt
maximalni hodnota (1 000 mg/l) mirné piekrocena, zejména u velmi mékkého
ovoce. Koncentrace se ur¢i spektrometrickym stanovenim Zlutych chalkoni po uzanc-
ni uprave a alkalizaci §tavy. Stanoveni jednotlivych flavonoidii (narirutinu, neohespe-
ridinu, hesperidinu a naringinu) se provadi také chromatograficky. Obsah hesperidinu
urCeny pomoci HPLC je pfirozené niZ§i neZ hodnota ur¢ena metodou podle Davise.

Vys5i obsah flavonoidi je indikaci pfidavku pulp-wash nebo pouZiti vyssiho tlaku pii
lisovani. Zjisténé hodnoty mohou také poslouZit k detekci michéani jinych druhii ovoce,
napf. vy$§i mnoZstvi naringinu v pomerancové §tavé svéd¢i o pfidavku grapefruiti.

Pektinové litky

Pektinové latky — sumarni obsah kyseliny galakturonové, piipadné obsah rozpust-
nych a nerozpustnych pektinovych latek — indikuji zejména pouZitou technologii
lisovani. Stavy s ptidavkem pulp-wash obsahuiji vice pektinovych latek. Maximalmi
obsah 500 mg/l ve vodé rozpustnych pektint je zfidka piekrocen. Rozdil v obsahu
rozpustnych pektinovych latek (rozpustné ve vodé a Stavelanu nebo v zasaditém
prostiedi) muZe byt zplisoben odridou, stupném zralosti a pouZitou technologii. Uva-
déné maximalni hodnoty nejsou piekratovany u surovych nezpracovanych $tav, po-
kud obsah dfené neni vy3si nez 10 %.

Obsah nerozpustného podilu

K posouzeni technologie, piipadné k potvrzeni piidavku pulp-wash slouZi rizné
uzan¢ni metody stanoveni nerozpustného podilu v citrusovych $tavach, napf. bilance
po odstfedéni pfi 370 g. Cerstvé vylisovana $tava ma 10 aZ 16 % dfeng, dalsim
zpracovanim podil klesa. Obsah dfené koreluje z pektinovymi latkami, flavonoidy,
vapnikem a dal$imi parametry pouZivanymi pro detekci pfidavku pulp-wash.

Karotenoidy a jejich estery

Karotenoidni barviva jsou také mirou ovocného podilu ve $taveé, fedénim nebo
pridavky cukrii a kyselin se koncentrace barviv ve §tavé snizuje. Kromé sumarniho
stanoveni barviv se pouZiva také stanoveni jednotlivych barviv. FalSovani muZe byt
maskovano pfidavkem P-karotenu, jeho koncentrace vyssi neZ 5 % u pomerance
nasvédcuje piidavku barviva nebo zpracovani jinych druhi citrusi.
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Parametry indikujici nedodrZeni technologie

Do falSovani se fadi také pouZiti narusené suroviny nebo nedodrZeni technologické-
ho postupu. Mezi indikatory mikrobiologického naruSeni patfi jiz zminéna kyselina
mlécna, jejiZ obsah je napf. v systému AIJN sledovan. Dalsim sledovanym biogennim
produktem je etanol. Zejména v pfipadé jable¢né §tavy muZe byt vyznamnym znakem
obsah patulinu, jeho nélez ve $tavé dokazuje zpracovani ur€itého podilu plesnivych
jablek.

Z indikatorii dodrZeni spravné technologie zpracovani to je zejména obsah 5-hydro-
xymethyl-2-furankarbaldehydu (hydroxymethylfurfuralu — HMF), ktery vznika kyse-
lou dehydrataci hexos pii zahfevu nebo dlouhodobém skladovéni. Jeho maximalni
piipustny obsah je 20 mg/l, vyssi nalezy svéd¢i o chybné technologii nebo stafi
produktu. Podobné Ize vyuzZit také 2-furankarbaldehyd (furfural), vznikajici z pentos
a kyseliny askorbové nebo inverzi sacharosy. Inverze sacharosy miZe zptsobit zmény
v pomérech cukri.

Analytické metody

Systémy posuzovani pravosti jsou vazany na normativni metody stanoveni jednotli-
vych parametril, které vychazeji napf. z metodik AOAC, ISO norem nebo evropskych
norem. Postupné probiha zavadéni zejména evropskych norem i u nas. Je-li pouZivana
jina alternativni metoda, je nezbytné ji minimalné porovnat se standardni metodou.

Pouziti standardnich uzan¢nich postupii je nezbytné zejmeéna u parametri, u kterych
zjisténa hodnota zavisi na upraveé vzorkl a postupu stanoveni. To je napf. stanoveni
flavonoidi podle Davise, stanoveni formolového ¢isla, nerozpustného podilu (diené)
apod. Stanoveni jednotlivych sloZek je moZné provést riznymi zpusoby. Velmi vyhod-
né metody, z nichZ fada je zahmuta v ISO a evropskych normach, jsou enzymové
metody stanoveni pouZivané pro cukry, Kyseliny, etanol apod. Jejich vyhodou jsou
nizké instrumentélni naroky, koncovka je vétSinou spektrometricka ve viditelné oblas-
ti. Dalsi oblasti jejich vyuZiti je rozliSeni D- a L-forem optickych izomeru, které je
jinymi postupy (napf. chromatografickymi) podstatné naro&né&jsi. Cela $kala testova-
nych parametri, tak jak jsou uvedeny v systémech AIJN nebo RSK, bude sledovana
v kontrolnich laboratofich, vyrobce by mél mit moZnost zadat si analyzu vstupni
suroviny pfi podezfeni. V nékterych pfipadech by mohlo byt Zadouci nékteré analyzy
provadét v provoznich laboratofich vétSich podniki.
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Authenticity of fruit beverages, detection of falsification

Fruit beverages with higher content are very often adulterated. The falsification
covers the use of other than declared raw matarials and technological procedures,
lowering of fruit content (addition of sugars, acids, dilution, coloring, masking of
falsification, ets.). The methods of authenticity evaluation are based on the analyses of
selected analytes, the obtained values are compared with taabulated data (AIJN, RSK,
etc.).

Kontaktni adresa:

Doc. Ing. Michal Voldfich, CSc., Vysoka skola chemicko-technologicka, Ustav
konzervace potravin a technologie masa, Technicka 3, 166 28 Praha 6, Ceska republika
tel.: 00 420 2 2435 3012, fax: 00 420 2 311 99 90, e-mail: Michal. Voldrich@vscht.cz
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

Konference a workshop
»Modelling of Thermal Properties and Behaviour
of Foods during Production, Storage and Distribution“
(Praha, 23.-25. cervna 1997)

Konference se konala pod zastitou Mezinarodniho institutu pro chlazeni se sidlem
v Pafizi a Evropské komise, sekce DGXII. Konferenci organizovalo Centrum potra-
vinafskych technologii a techniky v &ele s Vyzkumnym ustavem potravinafskym
Praha, Fakultou strojni CVUT a Fakultou potravinafské a biochemické technologie
VSCHT Praha. Vyznam konference podtrhla éast zastupcii vSech zilastnénych
organizaci na jednani konference.

Konference byla vyvrcholenim tfiletého projektu stejného nazvu, jehoZ koordina-
torem je Dr. Paul Nesvadba z Univerzity Roberta Gordona v Aberdeenu. Projekt
byl financovan z prostfedkii Evropské komise v ramci programu PECO (pozdéji
COPERNICUS). Cilem projektu bylo vytvofeni souboru programi, které budou
slouZit k feSeni problematiky stanoveni teplot v kusovitych potravinach béhem vy-
robnich procest, pfi skladovéni nebo distribuci. Diiraz byl kladen na jednoduchost
feSeni, rozumnou pfesnost predikce teplotni historie a moZnost pouZiti osobnich
pocitacu tfidy PC. Proto stéZejnim obsahem konference bylo predstaveni této sady
programtl, resp. programu fesicich jednotlivé piipadové studie.

Jde o program COSTHERM?2, vylepSeny feSiteli projektu tak, Ze lze predikovat
tepelné vlastnosti potravin (entalpie, méma tepelna kapacita, tepelna a teplotni vodi-
vost, mnoZstvi vymrazZené vody) v zavislosti na sloZeni potravin jako funkce teploty.
Kromé toho lze nyni stanovit klic¢ovou veli¢inu bod pofatku mrznuti na zakladé
znalosti obsahu mineralnich latek a sloZeni cukril, pfi¢emZ je nabizena mensi databa-
ze bodi pocatku mrznuti typickych potravin. Tepelna vodivost potravin byla vylep-
Sena tak, Ze obsahuje moZnost volit kombinovany model (smiSeny serio-paralelni),
ktery je mnohem realisti¢téjSim popisem tepelné vodivosti potravin. U potravin
obsahujicich vy$si obsah tukil je moZné zadat rozsah tani a taveni a modelovat tak
tyto déje alespoii jednoduchym zpisobem.

DalSim stéZejnim programem je SURFHEAT. Jde o prediktivni databazi cca
400 prediktivnich rovnic pro stanoveni soucinitele pfestupu tepla z média do potravi-
ny. Program obsahuje cca 40 typickych geometrii, pro které byly nalezeny kriterialni
rovnice. Z téchto rovnic pro dany druh media a rychlost jeho proudéni program
stanovi funkci soucinitele piestupu tepla. Tato hodnota je spolu s idaji o tepelnych
vlastnostech dané potraviny vstupnim parametrem dal$iho programu s nazvem
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HEATSOLYV, ktery je ur€en jiZ k vlastnimu feSeni vedeni tepla potravinou. Jeho
vystupem je teplotni historie ve zvolenych uzlovych bodech potraviny. Program
umoZiiuje fesit jednoduché tvary (deska, valec, koule) nebo sloZité tvary na tyto
jednoduché pfevadi. Cilem je stanoveni teplotni historie dané potraviny v daném
prostiedi. ,

Jako prikladové studie a programy byly prezentovany MAIPROF (feSeni zasilek
chlazenych potravin postou), VACOOL (model procesu vakuového chlazeni kapalin)
a MWHEAT (model mikrovinného ohfevu potravin deskovitého tvaru).

Kromé téchto programi byl piedstaven program BERTIX a BAKTIX (TNO Apel-
doomn), ktery fesi pfestup tepla a hmoty pfi chlazeni driibeZe a peceni riznych druhi
petiva.

Velmi hodnotnou pfednasku piednesl prof. Nicolai, z Katolické univerzity v Lova-
ni. Resili numericky obtiZné problémy pfestupu tepla a hmoty pii obtékani potravin.
Byl uveden pfiklad feSeni peceni hamburgerii nebo pfipravy jidel metodou Sous vide.

Po ukonceni konference bude vydan sbornik plnych textl pfispévki (v dobé konani
konference byl k dispozici sbornik abstrakt).

Konference se zii¢astnilo celkem 53 tastnikii z 19 stati (Belgie, Bulharsko, Ceska
republika, Francie, Velka Britanie, Mad’arsko, Polsko, Cina, Italie, Japonsko, Nizo-
zemsko, Norsko, Ruska federace, Spanélsko, Slovensko, Svédsko, Turecko, Portu-
galsko a USA). Celkem bylo prezentovano 42 pfispévki (19 piednasek a 23 posteri).
Mezi iastniky konference byli téZ pracovnici z primyslu (Danone, CKD, Thermo-
king, Gemini data loggers, Novasina, Likospol). Oficidlnimi sponzory se staly IIR,
Thermoking a CKD. Své produkty prezentovala firma Gemini dataloggers, VUPP
a Novasina. Dr. Mike Morley predvedl specialni ¢idlo pro méfeni tepelné vodivosti
potravin.

Ke spokojenosti vSech ucastnikii byl pfipraven pomémé bohaty kulturni program
(Laterna Magica, prohlidka Prahy, vylet na Konopisté a do Kutné Hory). Organizaci
pod vedenim VUPP bezchybné zajisfovala Travel Agency Carolina.

Za organizacni vybor
Ing. Milan Houska, CSc.
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XXVIIL Sympozium o novych smérech vyroby a hodnoceni potravin

Ve dnech 26.-28. 5. 1997 se ve Skalském dvofe konalo XXVIII. sympozium
o novych smérech vyroby a hodnoceni potravin pofadané Odbornou skupinou pro
potravinafskou a agrikulturni chemii Ceské spolegnosti chemické. Letosniho sympozia
se ziGastnilo 107 odbomiki z Ceské republiky a Slovenska a bylo na ném prezentova-
no 35 ustnich sdéleni a 40 posteri.

Uvodni blok referatii byl vénovan problematice falSovéani potravinafskych surovin
a potravin. FalSovani postihuje viechny komodity potravinafskych vyrobki, zejména
viak ty, které se vyrabéji ve vétSich objemech a jsou drahé. Podle poctu citaci databaze
FSTA se otiazka poruSeni autenticity produkti fe$i zejména u olejl, tuki, mléka
a mlécnych vyrobkil, ovocnych napojii, masa a masnych vyrobku, vina, kofeni a dal-
Sich potravinafskych vyrobki a surovin. Skupina referati se tykala detekce falSovéni
ovocnych 3tav a koncentrati. V této oblasti se uplatiiuje pfedevsim analyza cukr,
analyza organickych kyselin, barviv a flavonoidnich latek. PouZivaji se metody HPLC,
izotachoforéza, enzymové metody, izotopova analyza a NIR metody. Autenticitu
nékterych potravin lze prokazat téZ za vyuZiti trichromatické kolorimetrie. Problema-
tika pravosti alkoholickych napoji zahrmuje pfedevsim prokazani ptivodu pouZitého
lihu, aromatickych latek a barviv. U vin je aktualni pritkkaz piidavku cukru do mostu.
Pro feSeni tohoto problému se vyuZiva izotopova analyza. V pfipadé falSovani masa
a masnych vyrobki dochazi nejcastéji k zaméné druhu masa a Zivo€isné a rostlinné
bilkoviny. Analyty, pomoci kterych Ize identifikovat druhovy plivod masa, jsou piede-
vSim proteiny, nukleové kyseliny a tuky.

Dalsi skupina referatii se vénovala potravinové problematice z obecnéjsiho hlediska.
Jednalo se o referaty zaméfené na soucasny stav a perspektivu klasifikace potravin, na
definici funkc¢nich potravin a dale na vyvoj legislativy nékterych potravinovych sku-
pin. Pozomost byla vénovana modernizaci systému zajisténi zdravotni nezavadnosti
potravin v pribéhu jejich vyroby, ktery je soucasti piijatého zakona o potravinach a je
uvadén pod oznacenim HACCP.

Nékolik sd€leni se soustfedilo na charakterizaci a moZnost uplatnéni novych nutrié¢-
né zajimavych surovin. Bylo referovano o parametrech nutri¢ni kvality zrma bezplu-
chych jeCmeni, o hodnoceni mikrobiologické, nutrini a senzorické jakosti
amarantovych vyrobki, o amarantovych skrobech. Pupalkovy olej, ktery je zdrojem
Y-linolenové kyseliny, vykazuje i mimé antimikrobialni vlastnosti pfi aplikaci do
mléénych jogurti. Stilbenoly, pfirozené slozky hrozni a vin, jsou dalsi zajimavé
ingredience s chemoprotektivnimi u¢inky. Kromé nutriénich charakteristik byly uve-
deny napf. fyzikalné-chemické vlastnosti preesterifikovanych tuki a reologické vlast-
nosti mléénych jogurti.

Problematika aditivnich latek je stale aktualni a v programu sympozia ji bylo
vénovano nékolik referat. Pfirozené antioxidanty obsaZené v Salvéji a v rozmarynu
vykazuji silny antioxida¢ni u€inek pro rostlinné oleje s vysokym obsahem vy3e nena-
sycenych mastnych kyselin a jsou vhodné i za podminek smaZeni. RovnéZ antokyani-
nova slozka erného bezu a ¢emého rybizu miZe hrat vyznamnou tlohu pii ochrané
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lipidii pfed oxidaci. K prodlouZeni udrZnosti masnych vyrobku bylo s dspéchem
ovéfeno uziti bakteriocinii a mlé¢nani. Dale bylo referovano o zatim nevyuZivaném
zdroji aditivnich latek — odpadu pfi zpracovani raj¢at, z kterého lze ziskat olej a koncentrat
barviv, bilkovin a vldkniny. Aplikace perspektivni aditivni latky hoiké chuti (oktaace-
tylsacharosy) byla ovéfovana u nealkoholickych népoji. Pfirozené inhibitory kli¢eni
na bazi karvonu z kminové silice se osvéd¢ily pii skladovani brambor.

Do oblasti dietnich vyrobkil sméfovaly referaty tykajici se napf. optimalizace sloZeni
piskot vhodnych pfi celiakii nebo aplikace nizkoenergetickych nahrad tuku do potra-
vin, ale i sledovani rozdilu ve sloZeni mastnych kyselin a cholesterolu ve vejcich
z velkochovil a malochovil.

Nedilnou sou¢asti programu byly jiZ tradi¢né prace zabyvajici se interakcemi sloZek
potravin. Jednalo se napf. o interakce smési aromat s B-laktoglobulinem, dale o stu-
dium kinetiky reakce lipoxygenasy s kyselinou linolovou a moZnosti inhibice této
reakce. Prezentovany byly déle vysledky sledovani degradace prekurzoru sirnych latek
cibule — isoalliinu, reakce allylisothiokyanatu s aminokyselinami a peptidy, degradace
glukobrassicinu izolovaného z riZi¢kové kapusty.

Program sympozia byl z velké Casti zaméfen na metody hodnoceni potravin z hlediska
nutri¢éniho, senzorického a hygienického. Cast referatii se tedy zabyvala analytickymi
aplikacemi chromatografickych, spektrofotometrickych, bioafinitnich a senzorickych me-
tod pfi analyze potravin. Mezi prezentovanymi pracemi bylo napi. stanoveni fosfolipidii
s wzitim TLC a HPLC, stanoveni riboflavinu pomoci HPLC, mikrobiologické stanoveni
folacinu, spektrofotometrické stanoveni jodu, stanoveni kyseliny sorbové, kyseliny benzo-
ové, sacharinu, aspartamu, acesulfamu, cyklamétu a kofeinu pomoci kapildmi zénové
elektroforézy, stanoveni terpenickych sloufenin ve viné pomoci GLC, imunochemicka
technika detekce bunék S. enteritidis. Senzorické metody byly pouZity napf. pfi hodnoceni
jakosti majonéz a tatarskych omacek a pii sledovani autooxidace rostlinnych oleji. V tomto
piipadé byly porovnany s vysledky metody GLC.

Moderni trendy ve vyvoji a vyrobé potravin sméfuji k technologiim minimalizujicim
nutricni ztraty. Na sympoziu byly prezentovany vysledky vyvoje zafizeni pro studenou
sterilizaci roztoki na zékladé mikrofiltrace na keramickych membranach. Pozitivni
vliv na Cerstvost ma téZ aplikace vysokotlakého oSetfeni potravin, které je zajimavou
altemativou b&Zného tepelného zakroku. RovnéZ tepelna uprava masa pod vakuem
umoziuje pouZzit zahfev pfi niZsi teploté. Na tyto referaty volné navazovala sdéléni
o Setmé extrakci steviosidu a antokyani z rostlinnych surovin.

Pravidelnou soucasti programu je diskuse o metodach senzorického hodnoceni
potravin spojena s praktickym hodnocenim nékolika potravinarskych vyrobki. V le-
to$nim roce ohodnotili téastnici vzorky kavy, dZusi, salamu a piva. BEhem sympozia
se formou expozic prezentovaly firmy Alit, s.r.o. a Lambda Biomed, s.r.o.

Na sympoziu odeznéla fada dalSich zajimavych sdéléni. Sbornik souhmi vSech
sd&léni je dostupny ve VUPP, Radiova 7, 102 31 Praha 10.
PFisti, jiz XXIX. sympozium je planovano do Skalského dvora na dny 25.-27.5. 1998.

Ing. Marie Holasova, Ing. Vlasta Fiedlerova
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